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Peptidmicroarrays, bestehend aus einer großen Vielfalt unterschiedlicher 
Peptide auf einer festen Oberfläche, können helfen, eine Vielzahl immuno-
logischer und biochemischer Fragestellungen zu beantworten. Diese rei-
chen von der Charakterisierung von Antikörpern im Serum von Patienten 
bis zur Erforschung von Protein-Bindungsdomänen oder Kinasen, die eine 
entscheidende Rolle bei der Regulierung der Signaltransduktion in Zellen 
spielen. Im Bereich der hochdichten Peptidmicroarrays gibt es bereits etab-
lierte Prozesse, die jedoch für eine routinemäßige Verwendung jedoch 
nicht ausreichen und ergänzt werden müssen. Daher ist eine weitergehen-
de Technologieentwicklung notwendig, die eine automatisierte Herstellung 
und die reproduzierbare Nutzung als Assay erlaubt. In der vorliegenden 
Arbeit wurden drei Prozesse entwickelt, die den Weg von händischer Arbeit 
in die Richtung automatisierter Prozesse mit einstellbareren Prozesspara-
metern ebnen. Im Bereich der Herstellung wurde ein Verfahren entwickelt, 
welches Partikelschichten auf großer Fläche mit homogener und einstellba-
rer Schichtdicke im Mikrometerbereich ermöglicht. Nach der Konzeptionie-
rung und dem Aufbau mehrerer Prototypen wurde die Beschichtung ein-
gehend untersucht. Zudem wurden relevante Prozessparameter identifi-
ziert. Mit diesem Wissen konnte unter Verwendung des sogenannten 
Selektiven Laser-Anschmelz-Verfahrens die Eignung der Beschichtung für 
die routinemäßige Synthese von Peptidmicrorarrays gezeigt werden. Die 
anschließende Weiterverarbeitung des Arrays durch den in der Arbeit ent-
wickelten Transfer auf eine Zieloberfläche ermöglicht neben der Aufreini-
gung des Arrays auch neue Anwendungsmöglichkeiten, da sich die Synthe-
seoberfläche für viele Assays nicht eignet. Der Übertrag ermöglicht daher 
beispielsweise die parallele Suche nach Peptiden mit katalytischen Eigen-
schaften durch einen Transfer auf einen Screening Chip. Nach der Konzep-
tionierung und dem Bau dreier Prototypen wurde der Übertrag hinsichtlich 
seiner kritischen Prozessparameter untersucht. Es konnte gezeigt werden, 
dass mit der entwickelten automatisierten Anlage, die eine Positionierung 
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der Oberflächen für einen präzisen Übertrag der Peptidspots ermöglicht, 
ein robuster Prozess möglich ist. Als letzter Prozess wurde ein mikrofluidi-
sches System für die Inkubation von Peptidmicroarrays mit Antikörpern 
oder dem Serum eines Patienten entwickelt. Im Vergleich zur Standard-
Inkubation auf einem Schüttler konnte gezeigt werden, dass dieses System 
bei gleichzeitig verringerten Probevolumen reproduzierbarer arbeitet. Zu-
dem ist während des Inkubationsprozesses eine Detektion der Bindungser-
eignisse über die integrierte Optik des Systems möglich. Dies eröffnet die 
Möglichkeit, Bindungskonstanten direkt zu bestimmen und somit Affinitä-
ten der jeweiligen Peptide zu berechnen. 
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Abstract   
Peptidemicroarrays consist of a large variety of peptides immobilized on a 
solid support. They are used in various biochemical applications such as 
protein-protein interactions or kinases, which are important for the regula-
tion of the signal transduction in cells. Today many processes in the field 
ultra-high peptide-microarrays are performed manually and lack of repro-
ducibility. Hence for the standard use of peptide-microarrays further tech-
nological development is required. In this thesis three automated process-
es are developed for the production, the purification and the incubation of 
ultra-high peptidemicroarrays. For the production of the arrays a deposi-
tion process of amino-acid-particles on a glass surfaces is required. After 
the design of the concept and the construction of several prototypes, the 
particle thin film is studied intensively. It is shown, that the particle thin 
film is homogenous over a large area and the reproducibility is within the 
specifications. To demonstrate the feasibility of the coating technique for 
the production process, a peptide array is synthesized. After the synthesis a 
transfer of the array on a target surface is necessary. This enables purifica-
tion after synthesis and leads to novel applications, as the synthesis surface 
is not optimized for the readout of specific experiments. After the design of 
the concept, three prototypes were built and the transfer with a position-
ing of the surfaces is demonstrated. The automated device enables a trans-
fer for the screening of catalytic peptides on a gold CMOS chip and a label 
free detection of antibodies. Furthermore up to 20 replicas can be pro-
duced: This is due to the high peptide concentration on the array, which is 
about 100 times higher than the concentration needed for the read- out of 
the assay. After the transfer the array is incubated with analyte such as a 
patient’s serum. In contrast to traditional incubation, the microfluidic de-
vice, developed in this thesis, is more robust with less usage of analyte. It 
features an online detection for the analysis of the binding process of anti-
bodies to the peptides. Furthermore with the device, the incubation time is 
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Nach der Entschlüsselung des menschlichen Genoms Anfang 2003 [1] rich-
tet sich die Aufmerksamkeit der Forschung zunehmend auf das Verständnis 
des menschlichen Proteoms. Durch neue Technologien, wie beispielsweise 
das Hochdurchsatzsequenzierung von Genen, auch Next-Generation-
Sequenzierung genannt, sind die Vorschritte erheblich. Im Gegensatz dazu 
bergen die Methoden im Bereich der Proteomik noch große Herausforde-
rungen für den standardmäßigen Einsatz im Alltag. Dies lässt sich auf die 
hohe Komplexität der Technologien bei der Herstellung und im Einsatz in 
Experimenten zurückführen. Speziell für die Entwicklung neuartiger Medi-
kamente und Therapien, die auf den Patienten gezielt zugeschnitten sind, 
ist eine weitergehende Technologieentwicklung im Bereich der Proteomik 
notwendig [2]. Dieser Bereich der sogenannten personalisierten Medizin 
wird auch im „Horizont 2020“-Förderprogramm, der Leitinitiative der Stra-
tegie Europa 2020, als Kernthema für zukünftige Innovation und Forschung 
im Bereich Technologie und Medizin dargestellt [3]. Bereits heute gibt es 
verschiedene Verfahren, die das Potenzial besitzen, eine personalisierte 
Medizin zu ermöglichen. Dazu zählen die Protein- und Peptidmicroarrays, 
die ein Auslesen von Teilen des Immunsystems eines Patienten ermögli-
chen. Das Auslesen erfolgt dabei durch eine Bindung der im Serum enthal-
tenen Antikörper an entsprechende Peptide auf einer starren Oberfläche. 
Über eine Korrelation dieser Bindungsereignisse und das Wissen über die 
Affinität der unterschiedlichen Peptide zu den Antikörpern lässt sich dann 
eine qualitative Aussage über die Menge und Sorte der im Serum vorhan-
den Antikörper treffen. Aktuelle Forschungsthemen in diesem Bereich kon-
zentrieren sich sowohl auf die Herstellung der Protein- und Peptid-
microarrays als auch auf die Entwicklung neuartiger Anwendungen. Bei der 
Herstellung geht der Trend zu immer dichteren Arrays: ultra-hochdichte 
Peptidmicorarrays senken zum einen die Synthesekosten pro Peptid und 
zum anderen die des benötigten Analyten, da sie als Hochdurchsatzscree-
ning eingesetzt werden können. Die Entwicklung neuartiger Anwendungen 
Einleitung 
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ermöglicht die Suche nach Krebstherapeutica [4] oder die zukünftige De-
tektion von Katalysatoren auf Peptidbasis. Für reproduzierbare Aussagen 
der Experimente müssen daher standardisierte und damit reproduzierbare 
Prozesse und Anlagen entwickelt werden, die eine breite Anwendung fin-
den, beispielsweise im klinischen Alltag. 
1.1 Zielsetzung 
Die bereits etablierten Prozesse für die Herstellung und Validierung der 
Experimente sind für ultra-hochdichte Peptidmicroarrays nur bedingt ge-
eignet. Ziel der Arbeit ist die Ergänzung der vorhandenen Methoden durch 
robuste Prozesse, sodass zukünftig eine Technologieplattform im Bereich 
von Herstellung und Anwendung ultra-hochdichter Peptidmicroarrays mög-
lich wird. Dabei soll vor allem der Anteil manueller Prozessschritte durch 
den Einsatz automatisierter Verfahren mit einstellbareren Prozessparame-
tern reduziert werden. Im Speziellen werden drei reproduzierbare Prozesse 
entwickelt, um die hohe Komplexität der ultra-hochdichten Peptid-
microarrays beherrschbar zu machen und die Anwendungen dieser Tech-
nologie so zu vereinfachen, dass sie in großem Maßstab eingesetzt werden 
kann. 
Im Bereich der Herstellung von hochdichten Peptidmicroarrays wird unter 
anderem das sogenannte „Selektive Laser-Anschmelz-Verfahren“ genutzt. 
Für einen routinemäßigen Einsatz in der Peptidsynthese muss ein Beschich-
tungsprozess von Glassubstraten mit Aminosäurepartikeln entwickelt wer-
den. Dabei ist die Homogenität der Partikelschicht auf der Fläche eines 
Glasobjektträgers von entscheidender Bedeutung. Nach der Herstellung 
sollte der Peptidmicroarray von der Syntheseoberfläche auf eine Zielober-
fläche transferiert werden. Neben der dadurch erzielten Aufreinigung im 
Arrayformat können auch neue Assays entwickelt werden, da sich die Syn-
theseoberfläche nicht für alle Assays eignet. Der Übertrag ermöglicht daher 
beispielsweise eine Untersuchung der Ladungstransportmechanismen in 
Peptiden nach dem Übertrag der Peptide auf einen Screening-Chip oder 
das Screening von katalytischen Aktivitäten von Peptiden auf Poly-
Zielsetzung 
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mermembranen. Nach der Herstellung und der Aufreinigung werden die 
Peptidmicroarrays je nach Anwendung mit Antikörpern oder dem Serum 
eines Patienten inkubiert. Aufgrund des hohen Verbrauchs an Analyt und 
der langen Inkubationszeit soll ein automatisierter Prozess für die Inkubati-
on entwickelt werden, der eine In-Prozess-Messung der Bindungsereignisse 
ermöglicht. Dies eröffnet die Möglichkeit, Bindungskonstanten direkt zu 
bestimmen und somit Affinitäten der jeweiligen Peptide zu bestimmen.  
Durch diese drei Prozesse werden sowohl im Bereich der Herstellung, der 
Aufreinigung und der Inkubation der ultra-hochdichten Peptidmicroarrays, 
die Grundlagen geschaffen, eine gemeinsame Technologieplattform zu 
ermöglichen. Mit dieser lassen sich zukünftig eine Vielzahl an Fragestellun-
gen beantworten, beispielsweise das Auslesen des Immunsystems eines 






Für ein Verständnis der zu entwickelnden Prozesse werden in diesem Kapi-
tel die Grundlage der Synthese von Peptiden und die Herstellung von Pep-
tidmicroarrays beschrieben und die Anwendungsmöglichkeiten dargestellt.  
2.1 Peptide – Aufbau und Synthese 
Als Peptide werden kurze Proteinfragmente bezeichnet, die aus linear ver-
knüpften Aminosäuren bestehen. In der Natur gibt es 23 proteinogene 
Aminosäuren, die einen unterschiedlichen Aufbau aufweisen. Von diesen 
wird im Folgenden nur die sogenannte α-Aminosäure näher beschrieben. 
Diese besteht aus einer Aminogruppe (-NH2), einer Carboxylgruppe 
(-COOH) und einem charakteristischen Rest am α-Kohlenstoffatom (siehe 
Abbildung 2.1). 
Der Rest bestimmt die spezifischen Eigenschaften (unpolar, ungeladen 
polar, geladen) der unterschiedlichen Aminosäuren. In der vorliegenden 
Arbeit werden die Peptide aus Aminosäuren auf Basis der Festphasensyn-
these nach Merrifield synthetisiert [5]. Die Peptidsynthese erfolgt dabei an 
einer festen, funktionalisierten Oberfläche. An diese Oberfläche werden 
aus der Lösung Aminosäuren mit einer aktivierten Aminogruppe gekuppelt. 
Um ein ungewolltes Reagieren zu verhindern, werden die Aminogruppe 
und die Seitenkette der Aminosäure mit einer Schutzgruppe versehen. 
Diese wird vor der anschließenden Kupplung der nächsten Aminosäure des 
Peptides entfernt.  
 
Abbildung 2.1 Aufbau einer α –Aminosäure. 
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Zudem ist die Aminogruppe aktiviert worden, um die Bindung mit der Car-
boxylgruppe zu ermöglichen. Der Ablauf der Synthese ist in Baumann zu-
sammengefasst [6]. In dieser Arbeit werden Glassubstrate mit einer Ami-
nogruppen-Funktionalisierung verwendet. Im Anhang A ist die Funktionali-
sierung näher beschrieben. 
2.2 Peptidmicroarrays - Einleitung und Herstellung 
Für die Erforschung der grundlegenden Eigenschaften von Proteinen eig-
nen sich Peptide, da sie sich durch ihre geringe Komplexität auszeichnen: 
Im Gegensatz zu Proteinen falten sich die in der Arbeit verwendeten Pepti-
de (bis zu 20 Aminosäuren) in der Regel nicht zu 3-dimensionalen Struktu-
ren. Für Experimente können die Peptide entweder in Lösung vorliegen 
oder die Peptide werden auf einem festen Substrat immobilisiert. Letzteres 
kann zwar die Bindung des Peptids an ein Zielmolekül aufgrund sterischer 
Hinderung einschränken, ermöglicht aber eine gute Handhabung des Trä-
gers und eine schnelle Validierung der Experimente, beispielsweise mit 
Mikroskopen. Zudem sind Peptidarrays als Hochdurchsatzscreening-
Verfahren einsetzbar, mit denen man parallel hunderte von Experimenten 
gleichzeitig evaluieren kann. Die Immobilisierung erfolgt in sogenannten 
Spots, Bereichen identischer Peptide, die in einem Arrayformat angeordnet 
werden. Ein wichtiges Merkmal ist die Auflösung des Arrays (Anzahl der 
Peptidspots pro cm2). In diesem Zusammenhang sind die Spotgröße und 
der Abstand der Spotmittelpunkte, der sogenannte Pitch, wichtige Kenn-
größen.  
Die grundsätzliche Herausforderung bei der Herstellung von ultrahochdich-
ten Peptidmicroarrays ist die gezielte räumliche Platzierung der Aminosäu-
rederivate auf der Oberfläche, sodass die Spots des Arrays voneinander 
getrennt bleiben. Diese Platzierung wird im Folgenden als Strukturierung 
der Aminosäuren bezeichnet. Diese Strukturierung für die Herstellung von 
Peptidmicroarrays lässt sich in zwei Kategorien fassen: 
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Flüssigkeitsbasierte Verfahren: Die Synthese auf einem festem Substrat 
erfolgt mit Aminosäurederivaten aus der flüssigen Phase. 
Partikelbasierte Peptidsynthese: Die Aminosäurederivate werden in einer 
festen und inerten Polymermatrix eingebettet. Diese kann zu Mikroparti-
keln verarbeitet und auf einem Substrat aufgebracht werden. Werden die 
Mikropartikel auf Temperaturen oberhalb der Glasübergangstemperatur 
erwärmt, verhalten sich diese als hochviskoses Lösungsmittel, in dem die 
Aminosäuren zur Oberfläche diffundieren und an das feste Substrat kup-
peln können (vergleiche Abbildung 2.2). 
Zu den flüssigkeitsbasierten Verfahren zählen die SPOT-Synthese [7] und 
die lithografische Synthese [8]. Die SPOT-Synthese arbeitet mit Aminosäu-
rederivaten in Lösungsmitteln, die auf einen Träger (oftmals Cellulose) 
zielgenau pipettiert werden. 
 
Abbildung 2.2 Prinzip der partikelbasierten Peptidsynthese.  a) Auf einem funktionali-
sierten Glasträger werden Aminosäurepartikel strukturiert. b) Beim Erhitzen des Trägers 
über die Glasübergangstemperatur der Partikelmatrix wird diese hoch viskos, sodass die 
Aminosäuren im Inneren der Partikel diffundieren können und an das Substrat kuppeln. 
c) Durch verschiedene Waschschritte werden überschüssige Aminosäuren und die 
Partikelmatrix entfernt. Die freien Aminogruppen werden blockiert und die Schutzgrup-
pe wird entfernt. d) Durch zyklisches Wiederholen der Schritte a)-c) wird ein Peptid-
microarray synthetisiert. [12] 
Peptidmicroarrays 
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Nach der Kupplung der Aminosäuren an die Oberfläche erfolgen weitere 
chemische Prozessschritte, bevor das nächste Aminosäurederivat pipettiert 
werden kann. Eine Weiterentwicklung der Methode führte zu einer auto-
matisierten Herstellung mit Spotrobotern [9] oder einem Einsatz von Tin-
tenstrahldruckern [10]. 
Im Gegensatz dazu wird die Strukturierung bei den fotolithografischen 
Peptidmicroarray-Herstellungsverfahren durch fotolabile Schutzgruppen 
der Aminosäuren ermöglicht. Durch eine Bestrahlung mit Licht werden die 
Schutzgruppen abgespalten und die Aminosäuren können reagieren. Die 
Strukturierung erfolgt dabei über eine Fotomaske. Der Vorteil besteht in 
der hohen Auflösung; die Nachteile sind Stabilitätsprobleme der Schutz-
gruppe und die geringe Flexibilität: für jede Aminosäure wird eine eigene 
Maske benötigt. Einige der Nachteile können durch Weiterentwicklung, 
beispielsweise maskenlose Technologien, ausgeglichen werden [11]. Im 
Gegensatz zu den flüssigkeitsbasierten Verfahren haben die partikelbasier-
ten Methoden zur Peptidmicroarrayherstellung mehrere Vorteile. Die in 
Partikel eingebetteten Aminosäuren sind lange Zeit stabil und degradieren 
nicht [13]. Zudem erfolgt die Kupplung der Aminosäuren nach der Struktu-
rierung aller Aminosäuren einer Lage, statt nach jeder Aminosäure. Dies 
ermöglicht eine Einsparung von bis zu 19 chemischen Prozessschritten pro 
Lage (näher beschrieben in Anhang A). Zur technischen Umsetzung der 
partikelbasierten Peptidsynthese wurden mehrere Verfahren entwickelt, 
die sich in der Strukturierung der Aminosäurepartikel unterscheiden.  
Der Peptidlaserdrucker folgt den physikalisch-technischen Wirkprinzipien 
eines Farblaserdruckers. Bis zu 20 auf den Druckprozess angepasste Ami-
nosäurepartikel werden über Druckwerke auf ein funktionalisiertes Glas-
substrat gedruckt [13]. Nach dem Druck einer kompletten Aminosäurelage 
werden die Partikel in einem Ofen erwärmt und die Aminosäuren kuppeln. 
Der Vorteil des Peptidlaserdruckers besteht in dem wirtschaftlichen und 
robusten Druckprozess. Nachteilig ist die laterale Ausdehnung der Pep-
tidspots von 200 µm × 400 µm. Dies ergibt eine Spotdichte von 
800 Peptiden pro cm2.  
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Eine höhere Auflösung bietet der für die kombinatorische Synthese von 
Peptiden entwickelte CMOS-Mikrochip [14]. Die Pixel des Mikrochips kön-
nen getrennt voneinander auf ein elektrisches Potenzial von bis zu 100 Volt 
gesetzt werden. Durch das elektrische Feld werden die als Aerosol in Luft 
dispergierten und geladenen Partikel in Richtung des Pixels beschleunigt 
und dort ablagert. Die Strukturierung erfolgt in diesem Fall durch ein geziel-
tes An- und Ausschalten der Pixel, und zwar mit entsprechender Ablage-
rung unterschiedlicher Partikelsorten auf jeweils einem anderen Pixel. Nach 
der Ablagerung aller Aminosäurepartikel auf der Chipoberfläche wird der 
Kupplungszyklus durchgeführt. Die Vorteile bestehen hier in der hohen 
Auflösung von 40.000 Peptidspots pro cm2 und einer definierten Geomet-
rie der Spots. Nachteile sind die aufwendige Funktionalisierung der Chip-
oberfläche und die harschen Synthesebedingungen: die Lösungsmittel 
können den Chip angreifen. Eine Weiterentwicklung kombiniert die hohen 
Auflösungen mit einem inerten Syntheseträger [15]. 
Ein weiteres Verfahren zur Strukturierung von Aminosäurepartikeln für die 
partikelbasierte Peptidsynthese ist das Selektive Laser-Anschmelz-
Verfahren. Dieses stellt die Basis für die in der Arbeit entwickelten Prozesse 
dar und wird im Folgenden näher beschrieben. 
2.3 Herstellung mittels Selektivem Laser-Anschmelz-
Verfahren 
Das Selektive Laser-Anschmelz-Verfahren nutzt einen Laserpuls, um eine 
Aminosäurepartikelschicht auf einem Träger zu strukturieren. Das Selektive 
Laser-Anschmelz-Verfahren lässt sich in mehrere Schritte unterteilen, die 
zyklisch durchlaufen werden [16]. Pro Prozesszyklus wird eine weitere Ami-
nosäurelage des Peptidmicroarrays gekuppelt, bis die endgültige Peptid-
länge erreicht ist. Der Prozess ist schematisch in Abbildung 2.3 gezeigt. 
Zuerst wird ein mit Aminogruppen funktionalisierter Glasträger mit einer 
Sorte von Aminosäurepartikeln beschichtet (Abbildung 2.3a). In Märkle 
wird dafür ein Aerosolgenerator verwendet, der die Partikel in Luft disper-
giert und auf dem Substrat ablagert [16]. Dann werden die Partikel an der 
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Stelle, an der später die entsprechende Aminosäure kuppeln soll, selektiv 
durch einen Laserpuls zu Spots von 10-30 µm Durchmesser angeschmolzen 
(Abbildung 2.3b).  
 
Abbildung 2.3 Verfahrensschritte des Selektiven Laser-Anschmelz-Verfahren.  a) Ein 
funktionalisiertes Substrat wird homogen mit einer Sorte Aminosäurepartikel beschich-
tet. b) Die Partikelschicht wird strukturiert: Über einen Laserpuls werden Partikel lokal 
angeschmolzen. c) Nicht angeschmolzene Partikel werden entfernt. d)-f) Das Substrat 
wird mit einer weiteren Aminosäurepartikelsorte beschichtet und die Schicht wird 
strukturiert. f), g) Nach dem Kuppeln der Aminosäure wird die nächste Aminosäurelage 
hergestellt. h) Vollständig synthetisierter Peptidmicroarray mit Spot A und Pitch B. 
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Eine Kupplung der Aminosäuren findet in diesem Schritt nicht statt, da die 
Zeitdauer des Laserpulses für eine Diffusion der Aminosäure zum Substrat 
zu gering ist.  
Im nächsten Prozessschritt (Abbildung 2.3c) werden nicht angeschmolzene 
Partikel mit Druckluft vom Substrat entfernt. Die mit dem Laser bestrahlten 
Spots haben durch ihre Geometrie bedingt eine größere Kontaktfläche mit 
dem Substrat, die eine höhere Adhäsionskraft zur Folge hat. Daher ist es 
möglich, nur die nicht fixierten Mikropartikel selektiv zu entfernen. Der 
beschriebene Prozess wird mit allen Aminosäurepartikeln einer Lage wie-
derholt (Abbildung 2.3c - e), bis der Träger vollständig strukturiert ist. Dann 
wird dieser chemisch weiterverarbeitet: die Aminosäuren kuppeln, die 
Aminogruppen der Oberfläche werden blockiert (das sogenannte capping) 
und die Aminosäuren für den nächsten Kupplungszyklus entschützt. Weite-
re Informationen sind in Anhang A dargestellt. Auf das Substrat mit den 
gekuppelten Aminosäuren wird nun eine weitere Beschichtung aufgebracht 
und belichtet (Abbildung 2.3 h). Die Prozessschritte Beschichtung, Belich-
ten mit dem Laser und chemische Prozesse werden mehrfach durchlaufen, 
um einen hochdichten Peptidmicroarray zu erhalten (Abbildung 2.3 h). 
Vorteile des Prozesses liegen in der hohen Peptiddichte des hergestellten 
Arrays mit einem Pitch von 50 µm und einer Spotgröße von kleiner 20 µm. 
Des Weiteren kann der Pitch variiert werden, da dieser von der Position 
des Laserstrahls abhängig ist. Im Gegensatz dazu ist der Pitch des Peptid-
synthesechips oder der Lithografischen Verfahren nicht veränderlich, da er 
vom Pixelabstand von der Strukturbreite der Belichtungsmaske abhängt. 
Nachteilig wirkt sich der hohe Partikelverbrauch aus. Spezialbausteine (z. B. 
Aminosäure mit einem Chromophoren als Rest), die für die Peptidsynthese 
in Partikel eingebettet werden, sind teuer und liegen oft nur in geringen 
Mengen vor. Ein weiterer Nachteil liegt in der seriellen Abarbeitung der 
Partikelschichtstrukturierung, die die Herstellungszeit eines Peptidarrays 
limitiert. Eine Automatisierung und eine damit verbundene Optimierung 
der Prozessschritte für den zeitaufwendigen Prozess der Beschichtung und 
des Belichtens mit dem Laser sind daher erforderlich. 
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2.4 Folgeprozesse und Anwendungen 
Die Ausbeute der Synthese von Peptiden ist abhängig von der Kupplungsef-
fizienz zweier Aminosäuren während des Kupplungsschritts. Diese variiert 
je nach Aminosäurepaar zwischen 95 % und 60 % [17]. Dies bedeutet, dass 
sich mit fortschreitender Synthese eine steigende Anzahl von gecappten 
Peptiden, die nicht mehr verlängert werden, auf dem Syntheseträger be-
findet. So sind beispielsweise nach 20 Synthesezyklen, unter der Annahme 
einer hohen Kupplungseffizienz von 95 %, nur noch rund 36 % der Peptide 
vollständig synthetisiert. Die hohe Zahl an Syntheseabbruchprodukten, die 
die Bindung des Analyten beeinflussen können, vermindert daher die Aus-
sagekraft der Experimente und macht ein Aufreinigen der Peptid-
microarrays sinnvoll. Das Aufreinigen kann, wie von Schirwitz und Löffler, 
gezeigt [18], durch einen Übertrag auf eine Zieloberfläche erfolgen: nur die 
vollständig synthetisierten Peptide werden übertragen, die Abbruchpro-
dukte werden weggewaschen.  
Neben der Aufreinigung hat ein Übertrag weitere Vorteile. In vielen Fällen 
eignet sich die Syntheseoberfläche nicht für den Assay. Andere Substrate 
wie beispielsweise Folien, auf Mikrochips aus Gold basierende Sensoren 
oder Tropfenarrays ermöglichen eine breitere Anwendung von Peptid-
microarrays. Ein weiterer Aspekt ist die Möglichkeit, Arrays zu vervielfälti-
gen, da die Synthesedichte an Peptiden pro Fläche fertigungsbedingt min-
destens 10-mal höher ist als notwendig. Dies ermöglicht einen wirtschaftli-
cheren Einsatz von hochdichten Mikroarrays in Hochdurchsatzverfahren, 
um beispielsweise immunologische Fragestellungen zu untersuchen.  
Diese sogenannten Immunassays arbeiten mit Antikörpern aus Lösung, die 
mit dem Antigen, im vorliegenden Fall mit dem Peptidmicroarray, inkubiert 
werden. Diese Versuche benötigen eine große Anzahl an Pipettiervorgän-
gen und die Inkubation findet meist auf einem Schüttler statt. Dies führt 
sowohl zu einem hohen Verbrauch an Analyt (z. B.: Antikörper) als auch zu 
einem großen Arbeitsaufwand, sodass die Effizienz der Prozesse gering ist. 
Eine Automatisierung der Prozessschritte kann daher einen Beitrag leisten, 
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Anwendungen von Peptidarrays in Immunassays standardisiert durchzufüh-
ren. Dabei wäre es sinnvoll, die Inkubation und die Auslese der Bindungsak-
tivitäten in einem Gesamtsystem zu kombinieren. Dieses wurde in der vor-
liegenden Arbeit in der Form einer mikrofluidischen Inkubationskammer 
entwickelt. 
2.5 Entwicklungsmethodischer Ansatz der Arbeit 
Aufgrund der Komplexität der in Kapitel 2.3 beschriebenen Teilprozesse 
werden in dieser Arbeit verschiedene Methoden der Entwicklungsmethodik 
genutzt. Eine einheitliche Entwicklungsmethodik unterstützt das Konstruie-
ren und Entwerfen technischer Produkte und Produktionsprozesse [19]. 
Diese umfasst eine Vielzahl von Werkzeugen wie beispielsweise standardi-
sierte Vorgehenspläne oder Lösungsfindungsmethoden, um den Entwickler 
während der Projektphasen zu unterstützen.  
 „Angesichts der großen Bedeutung einer rechtzeitigen Entwicklung 
marktfähiger Produkte ist ein Vorgehen zur Entwicklung guter Lösun-
gen nötig, das planbar, flexibel, optimierbar und nachprüfbar ist. Ein 
solches Vorgehen ist nur realisierbar, wenn Konstrukteure über das 
notwendige Fachwissen hinaus methodisch-systematisch arbeiten 
können und eine solche Arbeitsmethodik verlangt bzw. durch organi-
satorische Maßnahmen unterstützt wird.“ 
Pahl und Beitz, 2006 
Da verschiedene Ansätze zur Entwicklungsmethodik existieren [20-22], 
sollen im Folgenden verschiedene Systeme kurz charakterisiert werden. 
Nach VDI 2221 sind vier Hauptphasen bei der methodischen Entwicklung zu 
unterscheiden: das Planen und Klären der Aufgabe, das Konzipieren mit der 
prinzipiellen Festlegung der Lösung, das Entwerfen mit der Modellierung 
der Gestalt und die Ausarbeitungsphase, bei der die Herstellung des Pro-
duktes festgelegt wird. Diese Hauptphasen werden im Entwicklungsmodell 
von Pahl und Beitz [19] weiter präzisiert. Wichtig ist die nicht sequentielle 
Natur des Produktentwicklungsprozesses. Durch eine Validierung muss das 
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Ergebnis der jeweiligen Entwicklungsphasen mit dem erwünschten Resultat 
verglichen werden und es muss gegebenenfalls reagiert werden. 
Diese Methoden werden in der vorliegenden Arbeit für die Entwicklung der 
Prozesse genutzt. Dabei ist jedes Kapitel entsprechend der Vorgehensweise 
unterteilt: Nach einer Einführung in die grundlegenden Bereiche der Theo-
rie und der Präsentation des Stands der Technik wird die Entwicklungsauf-
gabe in einer Profildefinition zusammengefasst. Dann werden prinzipielle 
Lösungsmöglichkeiten erörtert und bewertet. Die Entwicklung der ausge-
wählten Lösung wird geschildert und die Ergebnisse werden in einem wei-
teren Kapitel diskutiert.  
Die Einteilung der Arbeit erfolgt anhand der entwickelten Prozesse: In Kapi-
tel 3 wird die Entwicklung der Beschichtung von Substraten mit Aminosäu-
repartikeln dargestellt. Die Integration der Prozessschritte des Selektiven 
Laser-Anschmelz-Verfahrens zu einer Anlage für die automatisierte Herstel-
lung der Peptidarrays ist in Kapitel 4 beschrieben. Kapitel 5 stellt die Ent-
wicklung des Übertrags von Peptidmicroarrays auf verschiedene Zielober-
flächen dar. Kapitel 6 beschreibt die Entwicklung einer mikrofluidischen 






Wie in Kapitel 2.3 beschrieben stellt die Beschichtung des Syntheseträgers 
mit Aminosäurepartikeln ein Teilprozess des Selektiven Laser-Anschmelz-
Verfahrens dar. Dazu müssen die hergestellten Partikel homogen auf einer 
Fläche abgelagert werden. Die Entwicklung des Prozesses wurde hinsicht-
lich des nachfolgenden Laserschrittes optimiert, da die Geometrie der 
Spots maßgeblich von den Eigenschaften der Aminosäurepartikelschicht 
abhängt. Vor der Darstellung der systematischen Entwicklung des Beschich-
tungsprozesses werden im nächsten Abschnitt die relevante Theorie und 
der Stand der Technik zusammengefasst. 
3.1 Theorie der Partikelbeschichtung 
3.1.1 Partikelherstellung und Charakterisierung 
Die in der Arbeit verwendeten Aminosäurepartikel bestehen aus einem 
chemisch inerten Polymerharz (Styrol-Acryl-Copolymer), aus Aminosäure-
derivaten und aus Grafitnanopartikeln, die zur Erhöhung der Absorption 
der Laserstrahlung eingebracht werden. Die Herstellung erfolgt entweder 
durch einen Mahlprozess mit einer Luftstrahlmühle oder einen Sprühtrock-
nungsprozess. Bei beiden Herstellungsverfahren werden die Bestandteile in 
einem Lösungsmittel (Dichlormethan) gelöst und vermischt. Bei dem Mahl-
prozess wird diese Mischung getrocknet, grob gemahlen und dann in einer 
Luftstrahlmühle fein gemahlen. Dabei werden die Partikel in einem Luft-
strahl dispergiert und beschleunigt. Beim Aufeinanderprallen mehrerer 
Partikel werden diese zerkleinert. Durch Einstellung der Mahlparameter 
(Druck, Zeit) kann die gewünschte Partikelgröße erreicht werden. Beim 
Sprühtrocknungsprozess wird die flüssige Mischung mit hohem Druck mit-
tels Sprühdüse in feine Tröpfchen dispergiert. Das Lösungsmittel verdampft 
und die festen Mikropartikel bleiben zurück. Die Herstellung erfolgte durch 




Abbildung 3.1 Geometrie der Aminosäurepartikel.  a) Mit dem Sprühtrockner hergestell-
te Partikel, b) Partikel aus der Luftstrahlmühle. [23] 
Aufgrund der Herstellung besitzen die Partikel unterschiedliche Eigenschaf-
ten. Für die Quantifizierung dieser Eigenschaften können unterschiedliche 
Merkmale definiert werden: die Größe der Partikel, deren Größenvertei-
lung und die Geometrie der Partikel [24, 25]. Die Definition der Größe der 
Partikel geschieht meist als Äquivalenzdurchmesser einer Kugel mit dem-
selben Volumen des Partikels [26]. Dies ist vor allem in Bezug auf die in 
dieser Arbeit verwendeten Luftstrahlmühlenpartikel wichtig, da diese keine 
sphärische Geometrie besitzen. Somit kann sich die wahre Größe der Parti-
kel von der nominalen unterscheiden.  
Eine weitere wichtige Kenngröße ist die Größenverteilung des Partikelkol-
lektivs. Zur Ermittlung der Größenverteilung stehen mehrere Verfahren zur 
Verfügung: Neben Sieb- und Sedimentationsverfahren sind auch optische 
Verfahren weit verbreitet. Letztere eignen sich gut für die In-Prozess-
Messung der Partikelgrößenverteilung. Eine ausführliche Übersicht ist in 
Kulkarni gegeben [27].  
In der Arbeit wurde die Partikelgrößenverteilung mit dem Mastersizer 2000 
(Malvern Instruments GmbH, Herrenberg) untersucht. Dieser dispergiert 
die Partikel in Luft und misst die Streuung eines Laserstrahls an den Parti-
keln in einem definierten Messvolumen. Über das gestreute Licht kann 
mittels theoretischer Modelle (Fraunhofer- oder Mie-Theorie) die Größen-
verteilung der Partikel berechnet werden.  
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3.1.2 Partikelbeschichtung 
Um Mikro- und Nanopartikel verfahrenstechnisch einzusetzen zu können, 
werden diese meist in Flüssigkeiten oder Gasen dispergiert [26]. Nach dem 
Dispergiervorgang können Partikelbeschichtungen erzeugt werden, indem 
man die Partikel auf dem Substrat abscheidet und gegebenenfalls das Dis-
pergiermedium entfernt. Ein Beispiel für dieses Vorgehen ist die Herstel-
lung von Partikelschichten mittels Spin-Coating [28]. In der vorliegenden 
Arbeit gestaltet sich der Dispergiervorgang in Flüssigkeiten für die vorhan-
denen Aminosäurepartikel schwierig: Da die Oberfläche der Partikel hydro-
phob ist, lassen sich die Partikel nicht direkt in eine wässrige Dispersion 
bringen. Der Einsatz von Liganten oder Tensiden kann jedoch eine Disper-
gierung unterstützen. Eine Dispergierung der Partikel in Luft ist einfacher. 
Ein solches Gemisch von Gas und Partikel nennet man Aerosol [29]. Der 
verfahrenstechnische Einsatz von Aerosolen ist weit verbreitet, unter ande-
rem für die Partikelbeschichtung. Dabei wird das zu beschichtende Substrat 
vom Aerosol umströmt und die Partikel lagern sich ab. Da die Partikel dem 
Strömungsfeld des Aerosols folgen, ist die Abscheiderate, definiert als Mas-
se der abgeschiedenen Partikel zur Gesamtkonzentration des Aerosols, 
beim Eintritt auf dem Substrat gering. Diese lässt sich erhöhen, indem man 
elektrostatische Felder einsetzt, die die Ablagerung der Partikel auf dem 
Substrat unterstützen [30]. Eine Betrachtung der Kräftebilanzen und ihre 
Wirkung auf die Partikeltrajektorien wird in Freudigmann dargestellt [31]. 
Die elektrostatisch unterstützte Abscheidung setzt jedoch eine Aufladung 
der Partikel voraus, die durch mehrere Methoden erzielt werden kann. 
Industriell wird für die Aufladung der Partikel meist eine triboelektrische 
oder eine Ionisationsaufladung [32] eingesetzt. Eine Diskussion der physika-
lischen Prinzipien ist in Löffler und Hinds dargestellt [24, 29]. 
3.1.3 Stand der Technik  
Pulverbeschichtung ist industriell weit verbreitet und kommt unter ande-
rem in der Automobilindustrie für Lackierungen zum Einsatz [32]. Eine aus-
führliche Patentrecherche zur elektrostatischen Abscheidung ist in Freu-
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digmann dargestellt [31]. Für die in der Arbeit genutzten biochemischen 
Kompositpartikel sind diese Verfahren jedoch nicht geeignet, da die Anfor-
derungen an die Einstellbarkeit der Schichtdicke und die Homogenität im 
Mikrometerbereich der Schicht nicht erfüllt werden. Auch gängige Verfah-
ren zur Erzeugung von Schichten im Mikro- und Nanometerbereich 
(Atomic-layer-Deposition, Sputtern, Aufdampfen) sind nicht kompatibel mit 
der Partikeltechnologie der Peptidarrayherstellung. 
Gut geeignet ist jedoch die Vielzahl von Verfahren, die für die Verwendung 
von funktionalen Mikro- und Nanopartikeln entwickelt wurden. Ein Verfah-
ren ist das sogenannte „Aerosol-Jet-Printing“ [33]. Der Aerosolstrahl wird 
auf ein Substrat fokussiert und Partikel lassen sich als Partikelschicht oder 
als Partikelstrukturen ablagern [33]. Dieses Konzept ist kommerziell verfüg-
bar (Firma Optomec, Albuquerque, USA).  
Ein ähnliches Verfahren ist das „Cold Spray Coating“, bei dem trockene 
Partikel in einem beschleunigten Gasstrom dispergiert und auf ein Substrat 
abgeschieden werden [34]. Eine weitere Methode nennt sich „Aerosol 
Deposition“. Die Beschichtung findet bei hoher Partikelgeschwindigkeit und 
bei Unterdruck statt. Es werden keine elektrischen Felder genutzt. Die Par-
tikel werden beim Auftreffen auf dem Substrat zertrümmert und bilden 
eine Schicht mit hoher Haftfestigkeit [35].  
Für die Abscheidung der Aminosäurepartikel gibt es verschiedene Vorarbei-
ten [14, 36, 37]. Diese Entwicklungen basieren auf dem Aerosolgenerator 
der Firma R.O.T GmbH oder einer eigens entwickelten Aerosolkammer. 
Diese Vorarbeiten lassen sich für den Beschichtungsprozess des Selektiven 
Laser-Anschmelz-Verfahrens nicht einsetzen, da die für die Beschichtung 
wichtigen Parameter (z. B. Partikelaufladung, Dichte des Aerosols) nicht 
einstellbar sind. Daher kann mit diesen Verfahren keine definierte Schicht-
dicke reproduzierbar hergestellt werden. Die Homogenität und die Fläche 




Das Profil, eine abstrakte Beschreibung der technischen Entwicklung unter 
Berücksichtigung der Randbedingungen, kann wie folgt definiert werden: 
Es soll ein technischer Prozess entwickelt werden, der Aminosäurepartikel 
auf einem Substrat mit einer homogenen Partikelschichtdicke abscheidet. 
Die Schicht muss für den anschließenden Laserschritt optimiert werden. 
3.3 Ideenfindung 
In dieser Phase des Entwicklungsprozesses werden prinzipielle Lösungswe-
ge ermittelt. Das übergeordnete Ziel besteht darin, eine möglichst große 
Vielfalt an Ideen zu generieren, aus dieser Variation eine technische Lö-
sungsmöglichkeit auszuwählen und diese weiter zu konkretisieren. Für 
diesen Schritt wurden verschiedene Methoden genutzt: Literaturrecher-
che, Brainstorming im Team und Abstraktion bestehender Lösungen des 
Stands der Technik. Folgende Verfahren zur Partikelbeschichtung wurden 
erarbeitet: 
1. Sedimentation: Statt einer Anströmung werden in diesem Fall die Se-
dimentationseigenschaften der dispergierten Teilchen genutzt. Die 
Teilchen fallen aufgrund ihres Gewichtes auf das Substrat. Da schwere 
Teilchen schneller sedimentieren als leichte Teilchen, kann die Teil-
chengröße der Beschichtung eingestellt werden.  
2. Langmuir-Blogget-Verfahren: Hydrophobe Partikel schwimmen auf 
einem Wasserfilm und können aufgrund hydrophob-hydrophiler Wech-
selwirkungen auf dem Substrat abgelagert werden.  
3. Beschichtung mit Aerosol: Diese Methode nutzt die Dispergierung der 
Partikel in Luft, um durch die Anströmung eines Substrates die Partikel 
auf diesem abzulagern. 
4. Fluidisierung: Durch eine langsame Luftzufuhr und den Einsatz eines 
Rüttlers werden die Partikel teilweise dispergiert. Sie verhalten sich ei-
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nem Fluid ähnlich, sodass sie auf einem Substrat abgelagert werden 
können. 
5. Rakeln: Eine hochviskose Partikelpaste wird auf das Substrat gerakelt. 
Die Schichtdicke lässt sich über Abstandshalter einstellen. 
6. Dispersion in Flüssigkeiten: Statt Luft kann Wasser oder ein anderes 
Lösungsmittel verwendet werden, um die Partikel zu dispergieren. Die 
Ablagerung als Schicht erfolgt dann entweder durch Sedimentation 
der durch elektromagnetische Felder. Das Strukturieren der Partikel 
findet hier direkt in der Dispersion statt.  
3.4 Vorversuche zur Ablagerung von 
Aminosäurepartikeln 
In diesem Abschnitt wird die technische Umsetzung der oben beschriebe-
nen prinzipiellen Lösungsmöglichkeiten dargestellt. Die technische Umset-
zung erfolgte in Zusammenarbeit mit Baumann im Rahmen seiner Diplom-
arbeit [6], dabei wurden ausgewählte Ideen des Kapitels 3.3 realisiert. Die-
se lassen sich entsprechend dem verwendeten Dispersionsmediums 
einteilen (Abbildung 3.2). 
 
Abbildung 3.2 Einteilung von möglichen Verfahren zur Partikelbeschichtung anhand 
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Im Folgenden werden die in Abbildung 3.2 beschriebenen Verfahren kurz 
dargestellt und anschließend entsprechend der Anforderungen an die Be-
schichtung bewertet. 
Rakeln von hochviskosen Partikelpasten: Der Prozess zur Herstellung der 
Partikelschichten erfolgte über ein Verteilen der Partikelpaste auf dem 
Substrat mittels Rakel. Über Abstandshalter auf beiden Seiten des Substra-
tes wurde die Dicke der Schicht eingestellt. Zur Erzeugung größerer 
Schichtdicken war diese Methode gut geeignet.  
Handling von Partikeln in Wasser oder Öl: Aufgrund ihrer geringen Größe 
werden Mikro-und Nanopartikel oft in Lösung dispergiert, um Adhäsion an 
Flächen und Feinstaubbelastung zu vermeiden. Zudem können der Materi-
alverbrauch gesenkt und ein Partikelrecycling ermöglicht werden. Die Ver-
suche erfolgten in einer mikrofluidischen Kammer, die aus einer PTFE-
Dichtung und zwei Glasträgern besteht. Die Dichtung wurde auf einen 
Glasobjektträger aufgelegt. Ein zweiter Objektträger mit zwei Bohrungen 
als Ein- und Auslass der Durchflusskammer wurde als oberer Abschluss 
angebracht (siehe Abbildung 3.3). 
 
Abbildung 3.3 Mikrofluidik für die Handhabung von Partikeln. Die Partikeln, dispergiert 
in flüssigen Medien (A) werden in eine mikrofluidische Kammer (B) gespritzt und bilden 
nach dem Sedimentieren eine Partikelschicht aus (C). 
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Aufgrund der Hydrophobizität der in einer Harzmatrix eingebetteten Parti-
kel wurden zwei Ansätze realisiert:  
• Wässrige Dispersionen unter Verwendung oberflächenaktiver Substan-
zen, die als Vermittler zwischen Wasser und Partikeloberfläche agierten 
(beispielsweise Tenside). Eine Trocknung der wässrigen Lösung führte zu 
einer Partikelschicht, die anschließend strukturiert wurde. 
• Suspendierung in hydrophoben, mit der Matrix verträglichen Disper-
giermitteln (beispielsweise Silikonöle). Hierbei sedimentierten die Parti-
kel und konnten direkt in Lösung strukturiert werden. 
Fluidisieren der Partikel mit elektrostatischer Abscheidung: Eine weitere 
Möglichkeit, Partikelschichten herzustellen, ist die Dispergierung von Parti-
keln durch Vibrationen innerhalb geschlossener Kammern. Für die Be-
schichtung des Glassubstrates musste zusätzlich ein elektrisches Feld zur 
Ablagerung der Partikel appliziert werden. Nach Befüllung der Kammer mit 
Aminosäurepartikeln wurde diese verschlossen und die Elektroden wurden 
kontaktiert. Die Fluidisierung erfolgte über einen Vortex-Rüttler. Durch 
Kollision der Partikel mit den Wänden der Kammer kam es zur triboelektri-
schen (negativen) Aufladung und die Partikel konnten auf der positiv gela-
denen Elektrode abgeschieden werden. 
Pneumatik-Zylinder als Aerosolgenerator: Der entwickelte Prototyp besteht 
aus einem Pneumatik-Zylinder mit einem feinmaschigen Sieb und einer 
Düse vor dem Auslass (vergleiche Abbildung 3.4a). Durch die Aktuierung 
des Zylinders wurden die eingefüllten Partikel in der Luft dispergiert und 
auf das Substrat hin beschleunigt. Das Sieb filterte große Partikelagglome-
rate, während die Düse den Aerosolstrahl auf das Substrat fokussierte. Das 
Abscheiden der Partikeln konnte entweder direkt auf das Substrat oder in 
einer Polypropylen-Kammer mit einer Prallplate erfolgen. Diese wurde in 
einem definierten Winkel zum Substrat montiert, das zuvor in die Kammer 
eingelegt worden war. Kleinere Partikelagglomerate wurden an der Prall-
platte zerstört und fielen auf den zu beschichtenden Glasträger. Die 
Schichtdicke ließ sich über die Anzahl der Kolbenhübe einstellen. Durch die 
Vorversuche zur Ablagerung von Aminosäurepartikeln 
23 
geometrische Anordnung des Kolbensystems und der Prallplatte sammeln 
sich überschüssige Partikel im hinteren Teil der Polypropylen-Kammer. 
Dieser Aufbau zeichnet sich durch die Möglichkeit des Partikelrecyclings, 
die Vermeidung von Feinstaubverbreitung und die Zerschlagung von Ag-
glomeraten aus. 
Variation der Langmuir-Blodgett-Technik: Abbildung 3.4b zeigt die Beschich-
tungsmethode. Ein Behältnis wurde mit deionisiertem Wasser befüllt und 
die Aminosäurepartikel wurden in einer definierten Menge auf die Flüssig-
keitsoberfläche gegeben, sodass die gesamte Flüssigkeitsoberfläche be-
deckt wurde. Ein funktionalisierter Glasträger wurde dann senkrecht durch 
den gleichmäßig verteilten Partikelfilm geschoben, nach dem Eintauchen in 
einem 30°-Winkel zur Wasseroberfläche angestellt und aus dem Wasser 
gezogen. Dabei lagerten sich Partikel auf dem Glas ab. Die Methode basiert 
auf hydrohoben-hydrophilen Wechselwirkungen des Systems: Da die Parti-
kelmatrix stark hydrophob ist, lagern sich die Partikel auf dem ebenfalls 
hydrophoben Substrat als Partikel-Monolage ab. 
 
Abbildung 3.4 Pneumatik-Zylinder und Variation der Langmuir-Blodgget-Methode. a) In 
einem Pneumatikzylinder (B) werden Partikel auf das Substrat (D) mit Hilfe einer Düse 
(C) beschleunigt. Agglomerate werden über ein Netz (A) gefiltert. b) Eine Partikellage 
setzt sich in einem Becherglas mit deionisiertem Wasser auf der Oberfläche ab und wird 
durch Eintauchen eines Glasobjektträgers (F) auf diesem abgeschieden. 
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3.5 Bewertung der Vorversuche 
3.5.1 Bewertungskriterien für die durchgeführten Machbarkeitsstudien 
Eine Auswahl der Verfahren erfolgt aufgrund mehrerer Faktoren: 
• Kompatibilität der Beschichtungsmethode mit nachfolgenden Schritten 
der Peptidsynthese: beispielsweise können Partikel nicht in Aceton dis-
pergiert werden. 
• Einstellbarkeit und Wiederholbarkeit der Schichtdicke: Schichten müssen 
in einem Bereich von 5 µm bis 50 µm definiert und wiederholbar aufge-
bracht werden. 
• Hohe Güte der Schicht ohne Agglomerate oder Fehlstellen in der Schicht. 
• Eignung für das Selektiven Laser Anschmelz-Verfahren: Abschätzung des 
Automatisierungsaufwand und der Kosten des Verfahrens. 
3.5.2 Bewertung nach VDI 2225 
Die in Baumann durchgeführte Bewertung der Machbarkeitsstudien erfolg-
te über eine Nutzwertanalyse nach VDI-Richtlinie 2225 [6]. Dazu wurden 
die Anforderungen an die Schicht definiert und diese entsprechend gewich-
tet. Baumann orientiert sich dabei nicht an der Partikelschicht, sondern an 
einem standardisierten Muster, das durch einen nachgelagerten Laser-
schritt erzeugt wurde [6]. Dies ermöglicht eine schnellere Auswertung, die 
standardisiert mit Matlab durchgeführt wurde. Wichtige Bewertungspara-
meter sind unter anderem die Spotgröße, deren Standardabweichung so-
wie die Prozessdauer. 
Das Rakeln von hochviskosen Partikelpasten war nicht erfolgreich, da auf-
grund der Partikelgeometrie keine homogenen Schichten herstellbar wa-
ren. Das Handling von Partikel in Wasser war ebenfalls nicht erfolgreich, da 
die Partikel unter hohem Tensidgehalt dispergiert werden mussten. Nach 
dem Belichten mit dem Laser und Abspülen blieben wenige Spots erhalten. 
Dies konnte auch für das Dispergieren der Partikel in Öl beobachtet werden. 
Die Schichten, die durch Fluidisieren der Partikel mit elektrostatischer Ab-
Prinzipmodellierung der aerosolunterstützten Ablagerung von Aminosäurepartikeln 
25 
scheidung hergestellt wurden, entsprachen ebenfalls nicht den genannten 
Anforderungen. Die Schichten waren bei einer inhomogenen Schichtdicke 
agglomeratbehaftet. Die Bewertung der Machbarkeitsstudien mittels 
Nutzwertanalyse zeigt [6], dass nur die elektrostatische Ablagerung eines 
Aerosols in einer Abscheidekammer und die Variation der Langmuir-
Blodgett-Methode ausreichend gute Ergebnisse liefern.  
Daher wurden diese beiden Methoden genauer untersucht. Dabei zeigte 
sich, dass sich die Aerosolverfahren für die Beschichtung von Aminosäure-
partikeln besser eignen. Die Variation der Langmuir-Blodgett-Methode 
erzeugte eine Beschichtung mit einer Partikelmonolage, die zwar sehr klei-
ne Spots ermöglicht, aber weniger zuverlässig ist. Zudem war die Bede-
ckung des Substrates mit Partikeln im Vergleich zu den Aerosolverfahren 
geringer. Aufgrund der geringen Schichtdicke führen kleine Inhomogenitä-
ten der Schicht zu großen Unterschieden in der Größe der Spots. Dies 
macht ein mehrfaches Beschichten und Belichten mit dem Laser notwen-
dig, sodass hinsichtlich der Automatisierbarkeit die Effizienz und Wirt-
schaftlichkeit des Verfahrens nicht gegeben ist. Im Gegensatz dazu hat sich 
gezeigt, dass sich die Aerosolverfahren für den Einsatz im Peptid-
microarray-Herstellungsprozess grundsätzlich eignen. Das Verfahren der 
Beschichtung muss jedoch hinsichtlich der Homogenität und Einstellbarkeit 
der Schichtdicke sowie der hohen Anzahl an Agglomeraten weiter verbes-
sert werden. Dies ist im nächsten Abschnitt dargestellt. 
3.6 Prinzipmodellierung der aerosolunterstützten 
Ablagerung von Aminosäurepartikeln 
In diesem Abschnitt wird das im vorhergegangenen Kapitel identifizierte 




Abbildung 3.5 Konzept der elektrostatischen Aerosolabscheidung.  Die geladenen Parti-
kel im Aerosol werden auf das Substrat durch ein homogenes elektrisches Feld be-
schleunigt und lagern sich dort ab. Die Aerosolabluft wird aus der Beschichtungskam-
mer gepumpt.   
Ein geladenes Aerosol wird in einem elektrischen Feld, das zwischen einer 
Netzelektrode und einer Elektrode hinter dem dielektrischen Glassubstrat 
erzeugt wird, abgeschieden. Wie in Löffler gezeigt wird die Abscheiderate 
durch das elektrische Feld deutlich erhöht [30]. 
Im Folgenden werden die entwickelten Prototypen vorgestellt. Für die 
Umsetzung der Machbarkeitsstudie wurde zuerst eine Aufteilung in die 
grundlegenden Wirkprinzipien durchgeführt (vergleiche Abbildung 3.6).  
 
Abbildung 3.6 Elemente der elektrostatischen Aerosolbeschichtung. 
Der erste Schritt ist die Erzeugung des Aerosols mittels eines 
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durch ein elektrisches Feld auf ein Substrat beschleunigt. Dort werden sie 
im dritten Schritt abgelagert. Jeder dieser Teilschritte wird nun in den 
folgenden Abschnitten genauer untersucht. 
3.6.1 Aerosolerzeugung 
Grundsätzlich unterscheidet man zwischen einer Aerosolerzeugung aus 
festen und flüssigen Medien. Für die partikelbasierte Peptidsynthese eig-
nen sich Pulverdispergierer besser, da die Aminosäurepartikel als Pulver 
vorliegen und man das Lösungsmittel nach der Deposition auf dem Sub-
strat nicht verdampfen muss. Für die homogene Ablagerung der Aminosäu-
repartikel ist eine einstellbare und zeitlich konstante Partikeldichte im Ae-
rosol notwendig.  
Durch einen Vergleich der kommerziell verfügbaren Aerosolgeneratoren 
mit vorliegenden selbst entwickelten Systemen (siehe Kapitel 3.1.3) wurde 
der Bürstendivergierer „RBG 1000“ der Firma Palas, basierend auf dem 
Gebrauchsmuster DE000008515780U1 der Universität Karlsruhe, ausge-
sucht.  
Vorversuche haben gezeigt, dass der Generator bei der Erzeugung eines 
Aerosols mit konstanter Partikeldichte deutlich zuverlässiger arbeitet als 
die eigenen entwickelten Verfahren. Zudem sind die prozessrelevanten 
Parameter (Partikeldichte, Aerosolgeschwindigkeit) genauer einstellbar. 
Der Aufbau ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Die verdichteten Aminosäure-
partikel werden über einen Vorschubkolben gegen eine rotierende Präzisi-
onsbürste gedrückt. Die Partikel werden mittels der Bürste in den Disper-
gierdeckel transportiert und dort in einem Gasstrom gleichmäßig disper-
giert. Die Strömungsgeschwindigkeit und die Dichte der Partikel im Aerosol 
sind dabei über die Vorschubgeschwindigkeit des Kolbens, die Drehzahl der 
Bürste und den Druck der Luft genau einstellbar. In Rupp [39] werden eine 
weitergehende Beschreibung des Dispergierungsprozesses und Versuche 





Abbildung 3.7 Schematischer Aufbau und Funktionsweise des Bürstendispergierers. 
bezeichnet den Kolbenvorschub, ℎ  die Position des Kolbens im Zylinder,	 die Um-
drehungsgeschwindigkeit der Bürste,  den an den Aerosolgenerator angelegten Druck 
der Druckluft und		
 den Aerosolvolumenstrom 
3.6.2 Aerosolladung 
Nach der Generierung des Partikelaerosols müssen die Aminosäurepartikel 
für die elektrostatisch unterstütze Abscheidung auf einem Substrat aufge-
laden werden. Als Ladungsmechanismus werden in der vorliegenden Arbeit 
sowohl die statische Aufladung als auch die sogenannte Feldaufladung 
genutzt, da diese eine weite Verbreitung in der industriellen Pulverbe-
schichtung haben und Komponenten des Systems nicht selbst entwickelt 
werden müssen.  
Die statische Aufladung der Partikel erfolgt in dieser Arbeit über den tribo-
elektrischen Effekt in einem Polytetrafluorethylen(PTFE)-Schlauch, durch 
den das Aerosol strömt. Das Material PTFE ist gut geeignet, da es in der 
triboelektrischen Reihe, die die Elektronenaffinität eines Materials angibt, 
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im stark negativen Bereich liegt. Somit werden die Partikel bei Kontakt mit 
dem Schlauch positiv geladen.  
Eine weitere Möglichkeit stellt die Feldaufladung der Partikel dar: Das Ae-
rosol umströmt in diesem Fall die eigen entwickelte Aufladeelektrode.  
3.6.3 Aerosolabscheidung 
Nach der Erzeugung des Aerosols und der Ladung der Partikel müssen die-
se auf einem dielektrischen Substrat, dem funktionalisierten Glasobjektträ-
ger, gleichmäßig und möglichst homogen abgelagert werden. Speziell die 
dielektrische Eigenschaft des Substrates stellt eine große Herausforderung 
dar. In nahezu allen Anwendungen der Pulverbeschichtung werden leiten-
de Substrate beschichtet [32]. Eine weitere Herausforderung stellt die Ho-
mogenität der Partikelschicht dar. Zudem soll die Beschichtung auf einer 
größeren Fläche (>12 cm2) erfolgen. Diese Problematik wird im Folgenden 
diskutiert. 
Beschichtung einer großen Fläche  
Im Rahmen seiner Diplomarbeit wurden zusammen mit Rupp zwei Konzep-
te erarbeitet, um die großflächige Beschichtung zu realisieren [39].  
Das Konzept ist in Abbildung 3.8 dargestellt. Wird das Aerosol auf dem 
Substrat abgelagert, entsteht ein Partikelspot mit einer in erster Näherung 
gaußförmigen Schichtdickenverteilung. Die beschichtete Fläche kann durch 
eine Auffächerung/Verbreiterung des Aerosolstromes (vgl. Abbildung 3.8), 
oder durch ein Verfahren des Substrats durch den Aerosolstrahl bewirkt 
werden. Während der erste Ansatz ein paralleler Prozess ist (die Beschich-
tung des gesamten Trägers findet gleichzeitig statt), wird die Schicht beim 




Abbildung 3.8 Konzept der Abscheidung der Partikel auf großer Fläche.  Der Aerosolspot 
kann aufgefächert werden, oder mittels einer Verfahreinheit über das Substrat bewegt 
werden.  
Paralleler Prozess - Verbreiterung des Aerosolstromdurchmessers: Zur Ver-
breiterung des Aerosolstromdurchmessers bieten sich verschiedene Mög-
lichkeiten an: Die gezielte Beeinflussung der Strömung kann durch ein ent-
sprechend konstruiertes Gehäuse oder durch das Einbringen von Strö-
mungshindernissen in die Strömung erfolgen. In Rupp [39] werden eine 
Kugel und ein Sieb als Strömungshindernissen genutzt. Die Beschichtung 
mit den Strömungshindernissen ist homogen mit einer geringen Anzahl von 
Agglomeraten. Allerdings lassen sich deutliche Schichtdickenunterschiede 
in den Randbereichen der beschichteten Fläche erkennen. Rupp erklärt die 
verbesserte Beschichtung mit der Erzeugung von Turbulenzen hinter dem 
in die Strömung eingebrachten Strömungshindernis. Dadurch wird der 
effektive Durchmesser des Aerosolstroms aufgeweitet und die Partikel 
können gleichmäßiger abgelagert werden. Zudem werden Agglomerate 
durch die Hindernisse deutlich reduziert. Das ist vermutlich auf ein Zerbre-
chen der Agglomerate beim Aufprall auf die Hindernisse oder auf eine Filte-
rung im Falle des Siebes zurückzuführen. 
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Serieller Beschichtungsprozess mit einer x,y-Verfahreinheit: Gleichzeitig 
wurde an einer seriellen Beschichtung geforscht, bei der das Substrat durch 
den Aerosolstrom bewegt wird. Die resultierende Schichtdicke und deren 
Welligkeit bzw. Homogenität lassen sich über die Verfahrparameter gezielt 
beeinflussen. Durch den Einsatz der Zwei-Achs-Verfahreinheit lassen sich 
auch größere Substrate beschichten. Der Beschichtungsprozess ist dadurch 
flexibel auf unterschiedliche Substratgeometrien anwendbar. Durch das 
gezielte „Abfahren“ von gewünschten Beschichtungsflächen kann die Be-
schichtung selektiv und lokal erfolgen. Somit kann die Menge der einge-
setzten Partikel reduziert werden.  
Für die Beschichtung wurden zwei Linearachsen LTM 200 (OWIS GmbH, 
Staufen) verwendet, ein entsprechender Portalaufbau wurde konstruiert. 
Das Verfahren in der einen Richtung erfolgt mit der hohen Geschwindigkeit 
von 10 mm/s, das Verfahren in der anderen mit 0,2 mm/s. Durch diese 
Strategie können zeitliche Schwankungen der Prozessparameter ausgegli-
chen werden, da jede Stelle des Substrates mehrfach beschichtet wird. Die 
resultierende Schichtdicke auf der Größe eines Glasobjektträgers ent-
spricht den Spezifikationen [39]. 
Diskussion der Ergebnisse 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.9 dargestellt. Der parallele Prozess er-
möglicht eine schnelle Beschichtung auf großer Fläche mit wenigen Agglo-
meraten. Nachteilig ist die geringe Reproduzierbarkeit. Es hat sich gezeigt, 
dass die Modifikation der Strömung gegenüber wechselnden Umweltein-
flüssen, beispielsweise Temperatur oder Luftfeuchtigkeit, anfällig ist.  
Im Gegensatz dazu ist der serielle Prozess zuverlässig über die Verfahrpa-
rameter der Linearachsen einstellbar. Zudem ist es möglich, beliebig große 
Fläche zu beschichten. Nachteilig sind die hohen Kosten und die aufwendi-
ge Einrichtung der Komponenten. Ein weiteres Problem stellt die Homoge-





Abbildung 3.9 Vorversuche zur Beschichtung. a) Beschichtung aus dem Freistrahl mit 
einer gaußförmigen Schichtdickenverteilung. b) Verbreiterung des Aerosolstromes mit 
einem Sieb mit einer Maschenweite von 35 µm. c) Verbreiterung des Aerosolstromes 
mit einer Kugel. d) Beschichtungsprozess mit einer x,y-Verfahreinheit, nur der weiß 
markierte Streifen wurde beschichtet. [39] 
Wie in Abbildung 3.5 dargestellt wird dieses Feld zwischen einer Gegen-
elektrode und der Abscheideelektrode hinter dem Substrat erzeugt. Für 
eine gleichmäßige Beschichtung ist ein homogenes Feld notwendig [39]. 
Wird das Substrat bewegt, ist dieses sogenannte Abscheidefeld nicht mehr 
homogen. 
Um die jeweiligen Vorteile zu erreichen, wurden die beiden Konzepte zu 
einem Gesamtsystem kombiniert. Die Gegenelektrode, als Netz ausgeführt, 
wird mit dem Substrat und der Abscheideelektrode über einen isolierenden 
Rahmen aus Polyurethan in einem definierten Abstand fest verbunden. 
Somit kann das Modul, bestehend aus Netz, Substrat und Abscheideelekt-
rode, mit dem x,y-Linearsystem bewegt werden, das Abscheidefeld ist stets 
homogen. Ferner dient das Netz mit einer Maschenweite von 1 mm gleich-
zeitig als Strömungshindernis. Eine Abschattung der vom Netz verdeckten 
Bereiche findet nicht statt. 
3.7 Gestaltmodellierung der Beschichtungsanlage 
Nach eingehender Untersuchung der Wirkmechanismen der grundlegen-
den Komponenten der Beschichtung werden diese nun zu einem Gesamt-
system zusammengesetzt. In Abbildung 3.10 ist das Prinzip skizziert.  
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Abbildung 3.10 Skizze der entwickelten Beschichtungsanlage. 
Das geladene Aerosol aus dem Aerosolgenerator wird durch die Gegen-
elektrode in Form eines Netzes in ein homogenes elektrisches Feld geleitet. 
Dort werden die Partikel auf dem Substrat abgeschieden. Das Abscheide-
modul, bestehend aus den Elektroden, dem Substrat und dem Isolator, 
wird dabei bewegt, sodass die ganze Fläche beschichtet wird und geringe 
Schwankungen der Prozessparameter durch die Bewegung der Fläche aus-
geglichen werden.Die Membranpumpe (SMC Pneumatik GmbH, Egelsbach) 
und das entsprechend konstruierte Gehäuse haben die Funktion, den Aero-
solstrom in Richtung des Substrats zu leiten. Zudem dient das Gehäuse als 
Schutz vor Mikro- und Nanopartikeln, die nicht in die Produktionsumge-
bung gelangen dürfen. Aufgrund der Dichtheit des Gehäuses könnte die 
Beschichtung auch unter Schutzgas erfolgen. 
3.7.1 Konzept der Automatisierung 
Für die Synthese eines Peptidmicroarrays werden die Prozessschritte der 
Beschichtung und der Laserstrukturierung zyklisch durchlaufen. So müssen 
für die Synthese von dekamerischen Peptiden bis zu 200 Beschichtungen 
(Aminosäuresorten mal Länge des Peptides) hergestellt werden. Das ist nur 
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mit einer automatisierten Beschichtungsanlage möglich. Dazu wurde ein 
Konzept entwickelt, das zusammen mit Rübel im Rahmen seiner Bachelor-
arbeit umgesetzt wurde [40]. Ausgehend von dem existierenden Prozess 
wurden die für die Automatisierung wichtigen Kernelemente analysiert, die 
in den nächsten Abschnitten diskutiert werden.  
Handhabung der zu beschichtenden Träger mit einem Greifer 
Ein kritischer Punkt während der Synthese ist die Handhabung des Synthe-
seträgers. Der funktionalisierte Glasobjektträger (76 mm × 26 mm) muss 
beschichtet, belichtet, gereinigt und chemisch weiterverarbeitet werden. 
Denkbar wäre eine Einspannung in einen Rahmen, in dem der Träger die 
komplette Synthese durchläuft. Dazu wurde ein erster Prototyp konstruiert 
und mittels selektiven Lasersintern gefertigt (Speedpart GmbH 
Hasloch/Main). Der Prototyp ermöglicht ein manuelles Einlegen des Syn-
theseträgers zwischen die Gegen- und Abscheideelektrode (siehe Abbil-
dung 3.11). Die beiden Elektroden werden um 90° gebogen und decken 
jeweils eine Seite des Rahmens ab. 
Für die Automatisierung sind ein Greifen dieses Moduls und eine gleichzei-
tig elektrische Kontaktierung der Elektroden notwendig. Nach eingehender 
Recherche wurde der pneumatischen Zweifingergreifer DPG+40 (SCHUNK 
GmbH & Co. KG Lauffen/Neckar) ausgewählt, der in der staubigen Be-
schichtungsumgebung robust arbeitet. Die Finger des Greifers wurden in 
Kooperation mit der Firma Schunk entwickelt.  
        
Abbildung 3.11 Prototyp des Rahmens.  Das Substrat(A) kann zwischen die Gitterelekt-
rode (B) und die Abscheideelektrode (C) in einen Rahmen aus Polyamid (D) eingespannt 
werden. 
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Diese besitzen elektrisch leitende Federstifte (GKS-967, ingun Prüfmittel-
bau GmbH, Konstanz), die beim Schließen des Greifers jeweils eine Elektro-
de an der entsprechenden Seitenfläche des Rahmens kontaktieren. Der 
Greifer wurde über eine entsprechende Konstruktion an dem x,y-
Linearsystem befestigt. 
Zuführung der Substrate 
Die automatisierte Zuführung der Träger erfolgt durch die Linearachse 
EGC-TB-KF (Festo AG & Co. KG, Esslingen), auf der ein Halter für die Rah-
men montiert ist. Bis zu sieben Rahmen mit den Syntheseträgern werden 
vorgehalten, sodass der Greifer einen unbeschichteten Träger aufnimmt 
und nach dem Prozess im selben Kompartiment abstellt. Danach verfährt 
die Linearachse und der nächste Träger kann entnommen werden (verglei-
che Abbildung 3.13).  
Abdichtung während des Beschichtungsprozesses 
 
Abbildung 3.12 CAD-Studie zum Dichtungskonzept [40].  Der Greifer mit dem Substrat 
(A) wird in einem Faltenbalg (D) geführt, der die Bewegung abdichtet. Für die Beschich-
tung wird dieses Modul auf einer Dichtung (C) mit Elektromagneten (B) fixiert, sodass 
keine Partikel aus der Beschichtungskammer (E) mit dem Aerosoleinlass (G) und -auslass 
(F) austreten können. 
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Da aufgrund einer möglichen Toxizität für den menschlichen Organismus 
die Mikro- und Nanopartikel während der Beschichtung nicht in die Umge-
bung austreten dürfen, muss die Beschichtungskammer abgedichtet sein. 
Es müssen zwei Problemstellungen gelöst werden: die Gewährleistung der 
Dichtigkeit der Beschichtungskammer nach der Zuführung der Träger und 
die Abdichtung der Bewegung des Portalsystems während der Beschich-
tung. Letzteres wird über einen Kastenbalg realisiert, der die Dichtung des 
Trägers während des Verfahrens bei geschlossener Kammer ermöglicht. 
Die Zuführung des Trägers in die Kammer erfolgt durch einen abnehmba-
ren Deckel, der zusammen mit dem Kastenbalg am Portal befestigt ist (sie-
he Abbildung 3.12). Nach dem Absetzen des Deckels auf der Kammer wird 
dieser durch Elektromagnete auf einer Dichtungsfläche fixiert, sodass wäh-
rend der Beschichtung keine Partikel austreten können.  
Ansteuerung der Komponenten 
Für einen automatisierten Ablauf des Beschichtungsprozesses müssen die 
Komponenten der Anlage gesteuert werden. In diesem Fall wurde die Um-
setzung mittels LabVIEW (National Instruments) programmiert. LabVIEW ist 
intuitiver als eine SPS-Programmierung und für das Labor mit vielen Anpas-
sungen der Anlage gut geeignet.  
Neben der Ansteuerung der drei Linearachsen und des Aerosolgenerators 
wurden die pneumatischen Komponenten (Membranpumpe, Greifer, Ae-
rosolgenerator) und die Elektromagnete mittels einer 8-fach-Relaiskarte 
gesteuert. Dabei wurde sowohl die Programmierung der Relaiskarte und 
die Ansteuerung des Aerosolgenerators als auch die elektrische Kontaktie-
rung umgesetzt.  
Über die graphische Benutzeroberfläche können einzelne Teilprozesse 
gesteuert oder mehrere Träger vollautomatisiert beschichtet werden (sie-
he Abbildung 3.13). 
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Abbildung 3.13: Aufnahme der kompletten und automatisierten Beschichtungsanlage. 
Das Aerosol aus dem Aerosolgenerator (A) wird im Modul (B) aufgeladen und in der 
Beschichtungskammer (C) auf das Substrat (D) abgeschieden. Das Substrat und der 
Faltenbalg (E) werden zyklisch mittels x,y-Lineareinheit (F) durch den Aerosolstrom 
geführt. Die Zuführung der Substrate erfolgt über eine weitere Linearachse (G). Über 
eine Prozesspumpe (H), die die Abluft aus der Beschichtungskammer abpumpt, ist ein 
Partikelrecycling möglich. Der Hochspannungsgenerator ist an die Elektroden ange-
schlossen. Die Ansteuerung wird durch eine Relaiskarte (K) umgesetzt. 
3.8 Methoden zur Charakterisierung der Schicht 
Wie in der Profildefinition beschrieben soll ein technischer Prozess entwi-
ckelt werden, der Aminosäurepartikel auf ein Substrat mit einer homoge-
nen Schichtdicke ablagert. Für die Beurteilung der Güte der Schicht wurden 
folgende Zielgrößen definiert: 




• Große Fläche der Beschichtung (mindestens die eines Glasobjektträgers) 
• Einstellbarkeit der Schichtdicke  
• Automatisierbarkeit 
• Kompatibilität mit den Folgeprozessen der Peptidarrayherstellung 
Die definierten Zielgrößen können nicht direkt messtechnisch erfasst wer-
den, sondern müssen aus Messgrößen bestimmt werden. Diese Messgrö-
ßen umfassen sowohl die Schichtdicke, die Rauigkeit und die Porosität als 
auch den Äquivalentsradius der Partikelspots. Neben den Messmethoden 
wird im Folgenden auch die Herstellung der Schicht und eines Peptidarrays 
diskutiert. 
3.8.1 Herstellung der Partikelschichten 
Für die Bewertung des Beschichtungsprozesses wurden mit der beschrie-
benen Beschichtungsanlage Partikelschichten erzeugt. Dabei wurden in der 
Arbeit zwei Partikelsorten verwendet, die sich bei gleichen chemischen 
Ausgangsstoffen nur in ihrer Herstellung unterscheiden: die Sprühtrock-
nerpartikel und die Luftstrahlmühlenpartikel. Der Median der Größenver-
teilung der Partikel liegt im Bereich von 3,5 µm und wird in Münster [23] 
diskutiert. Die Größenverteilung variierte leicht, bedingt durch die unter-
schiedliche Herstellung für beide Partikelsorten. Neben dem Einfluss der 
Partikelgeometrie wurden auch verschiedene Aufladungsmechanismen 
untersucht: Die Aufladung der Partikel erfolgte entweder triboelektrisch 
oder mittels Koronaaufladung. Dazu sind in Anhang B die Daten der wichti-
gen Prozessparameter (Abstände der Module und Polarität der Elektroden) 
des Aufbaus und die experimentellen Details der Beschichtungsmethode 
aufgelistet. 
3.8.2 Messung von Rauigkeit und Schichtdicke 
Die Schichtdicke und die Oberflächenrauigkeit werden mithilfe des konfo-
kalen Laserscanning-Mikroskops VK 9700 (Keyence Deutschland GmbH, 
Neu-Isenburg) gemessen. Dieses erstellt ein dreidimensionales Oberflä-
chenprofil. Aufgrund der Beschaffenheit der Schicht mit einer hohen Rau-
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igkeit wurde die Schichtdicke über eine Messfläche von 1 mm2 gemittelt. 
Für die durchgeführten Messungen liegt die Messabweichung des konfoka-
len Mikroskops zwischen 0,5 µm und 1 µm. 
3.8.3 Messung der Porosität 
Aufgrund der geringen Haftfestigkeit der Aminosäurepartikelschichten auf 
der funktionalisierten Glasoberfläche lässt sich die Porosität nicht direkt 
mit etablierten Methoden wie beispielsweise Schliff-und Schnittprüfung 
messen. Kommerziell verfügbare Messmethoden wie Computertomogra-
phie oder Röntgenstrahlung eignen sich grundsätzlich, jedoch sind die 
Messungen aufwendig und die Anschaffung teuer. Daher wurde eine einfa-
che Methode entwickelt, um die Porosität der Aminosäurepartikelschich-
ten zu messen. Das Volumen der Partikelschicht wird zweimal mit dem 
Laserscanning-Mikroskop vermessen, im Ausgangszustand und nach einem 
vollständigen Schmelzen im Ofen. Aus der Volumenänderung lässt sich die 
Porosität bestimmen. Die Porosität  ist definiert als: 
  = 	  = 1 −
 3.1 
wobei  das Volumen zwischen den Partikeln, genannt Hohlraumvolumen 
[26], bezeichnet,  das Volumen der Partikel und  das Gesamtvolumen 
der Schicht. Die Vorgehensweise zur Bestimmung der Porosität ist in Abbil-
dung 3.14 näher beschrieben.  
In den Versuchen zur Bestimmung der Porosität wurden die unregelmäßig 
geformten Luftstrahlmühlenpartikel mit einem mittleren Durchmesser von 
3,5 µm eingesetzt. Damit wurde ein Objektträger beschichtet und einzelne 
Teile der Schicht wurden vermessen. Nach dem Vermessen des Volumens 
 der Partikelschicht wurde durch einen anschließenden Schmelzvor-
gang (90 °C, 150 min) eine durchgehende Partikelschicht mit Volumen ′ 
erzeugt. Aufgrund der Volumenkonstanz des Partikelmaterials kann dieser 




Abbildung 3.14 Vorgehensweise zur Bestimmung der Porosität. a) Das Gesamtvolumen 
der Partikelschicht besteht aus dem Volumen der Partikel und dem Hohlraumvolumen. 
b) Nach dem Schmelzvorgang entspricht das Gesamtvolumen dem des Partikelvolu-
mens. 
 
Abbildung 3.15 Bestimmung der Porosität.  a) Mit der Anlage aufgebrachte Partikel-
schicht. b) Partikelschicht nach dem Schmelzvorgang. 
Abbildung 3.15 zeigt Mikroskopaufnahmen vor und nach dem Schmelzen 
der Partikelschicht. Die in Abbildung 3.15b sichtbaren Unregelmäßigkeiten 
der Oberfläche sind keine eingeschlossenen Gasblasen, sondern Uneben-
heiten der Oberfläche. Die Ergebnisse der Messung sind in Kapitel 3.9.5 
dargestellt. 
3.8.4 Messung der Partikelladung 
Die Messung der Partikelladung gestaltet sich schwierig. Aufgrund der ge-
ringen Partikeldichte im Bereich 0,5 - 1 mg Partikel pro dm3 Luft sind die 
Ladungen der Partikel während des Prozesses nicht messbar. Versuche mit 
dem in Nesterov [41] beschriebenen Tribometer waren nicht möglich. Für 
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die quantitative Bestimmung der Partikelladung wurden zwei Substrate auf 
je eine wechselseitig geladene Elektrode parallel zur Strömungsrichtung 
des Aerosols montiert. Entsprechend ihrer Ladung werden die Partikel auf 
einem der beiden Substrate abgelagert. Damit lässt sich eine qualitative 
Aussage über die Polarität der Partikelladung treffen, nicht jedoch über die 
Quantität der Ladung. [31]  
Eine indirekte Bestimmung der Ladung der Partikel nach Größe und Polari-
tät kann über die Messung der Oberflächenladungen nach der Beschich-
tung erfolgen. Aufgrund der isolierenden Eigenschaften der in der Arbeit 
verwendeten Glassubstrate können Oberflächenladungen nicht abfließen 
und sind direkt nach der Beschichtung messbar. Für das berührungslose 
Messen der elektrostatischen Felder der Partikelschicht wurde das In-
fluenz-Elektrofeldmeter EM02 (Eltex-Elektrostatik-GmbH, Weil am Rhein) 
verwendet. Die Ergebnisse sind stark von den experimentellen Bedingun-
gen abhängig (Luftfeuchte und Temperatur) und liefern keine ausreichend 
genaue Aussage.  
Statt einer Messung der Partikelladung wurde daher die Abscheiderate auf 
dem Substrat bestimmt. Diese ist sowohl von der Partikelladung als auch 
von der Feldrichtung der elektrostatisch unterstützen Abscheidung der 
Partikel abhängig. Für diesen Versuch wurden Luftstrahlmühlenpartikel mit 
einer Größenverteilung mit einem mittleren Durchmesser von 3,5 μm tri-
boelektrisch geladen und unter Verwendung verschiedener Feldrichtungen 
abgeschieden. Die Ergebnisse der Messung sind in Kapitel 3.9.4 dargestellt. 
3.8.5 Einfluss der Schichtdicke auf das Laserergebnis 
Neben der Oberflächenrauigkeit und der Porosität hat vor allem die 
Schichtdicke einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse des Laser-
prozesses. Für den Versuch wurden triboelektrisch geladene Luftstrahl-
mühlenpartikel verwendet; die Partikelschicht wurde dann mit unter-
schiedlichen Laserleistungen bestrahlt und der Durchmesser der Spots 




Abbildung 3.16 Mikroskopaufnahme einer Partikelschicht  für die Messung des Äquiva-
lenzdurchmessers der Spots in Abhängigkeit von der Laserleistung.  
Dabei wurde der Äquivalenzdurchmesser der Spots (der Durchmesser eines 
Kreises identisch mit der gemessenen Fläche der Spots) einzeln mit der 
Analysis-Software von Olympus bestimmt. Die Schichtdickenmessung er-
folgte wie oben beschrieben. 
3.8.6 Durchführung einer Dipeptidsynthese 
Die Aminosäurepartikelschichten sind Teil eines übergeordneten Ferti-
gungsprozesses. Daher wurde ein Peptidmicroarray entsprechend dem 
Schema in Abbildung 3.17 synthetisiert. Die verwendeten Partikel wurden 
mit der Luftstrahlmühle hergestellt, der Laserschritt und die Positionierung 
der Substrate erfolgten mit dem in Märkle [42] beschrieben Laserscanning-
Mikroskop. Auf einem Glasobjektträger mit 10:90 PEGMA-co-MMA-
Oberfläche (PEPperPRINT GmbH, Heidelberg) wurde als erste Aminosäure 
Glycin gekuppelt. Die zweite Lage bestand aus Biotin und Alanin. Der 
Nachweis der Synthese erfolgte über zwei Fluoreszenzfarbstoffe: an das 
Biotin wurde ein fluoreszenzmarkiertes Streptavidinkonjugat (DyLight 550 
Streptavidin, Emissionsmaximum bei 576 nm) gebunden, an den entschütz-
ten N-Terminus des Alanins ein N-Hydroxysuccinimid (NHS) Ester (DyLight 




Abbildung 3.17 Schemata der PeptidsyntheseDas Glycin (Gly) wird nach der Strukturie-
rung der Glycinpartikelschicht an die amino-funktionalisierte Oberfläche (PEGMA) ge-
kuppelt. In weiteren Kupplungsschritten werden dann Alanin (Ala) und Biotin (B) gekup-
pelt. Der Erfolg der Synthese wird durch die Bindung von fluoreszenzmarkierten Mole-
külen (NHS Ester und Streptavidin) nachgewiesen. 
Für eine erhöhte Ausbeute der Synthese wurde der Beschichtungs- und 
Laserschritt zweimal pro Synthesezyklus ausgeführt. Eine genaue Beschrei-
bung des Syntheseprotokolls ist in Anhang A gegeben. Anschließend wurde 
das Array gescannt (Axon Instruments, GenePix 4000B, Anregungswellen-
längen 532 nm und 635 nm, Auflösung 5 µm/Pixel). 
3.9 Ergebnisse 
3.9.1 Homogenität der Schicht 
Für die Bestimmung der Messabweichung des konfokalen Lasermikroskops 
wurde die Schichtdicke an derselben Stelle mehrfach vermessen. Aufgrund 
der geringen Messabweichung ist die Methode gut für die Bestimmung der 
Schichtdicke geeignet.  
Für die Validierung der Homogenität des Prozesses wurde die Schichtdicke 
der gleichen Schicht an mehreren Stellen vermessen. Aus den in Abbildung 
3.18 gezeigten Ergebnissen lässt sich schließen, dass der Beschichtungspro-
zess die Erzeugung von Schichten mit ausreichend guter Homogenität (im 
Speziellen: Abweichung der Schichtdicke ± 0,6 µm bei einem Schichtdi-




Abbildung 3.18 Mehrfaches Vermessen der Schicht  zur Bestimmung der Homogenität. 
a) Mehrfaches Vermessen an der gleichen Stelle. b) Mehrfaches Messen unterschiedli-
che Stellen der gleichen Schicht. 
Der Mittenrauwert Ra liegt bei 7,8 µm ± 0,3 µm und ist im Verhältnis zur 
Schichtdicke groß. Dies ist durch die poröse Partikelschicht bedingt, die 
eine große Oberflächenrauigkeit aufweist. Lasergesinterten Materialien, 
die aus gesinterten Partikelschichten bestehen, liegen in einem ähnlichen 
Rauigkeitsbereich [43]. 
3.9.2 Einfluss der Felder auf die Abscheidung 
Ein wichtiger Aspekt für die Abscheidung der Aminosäurepartikel ist die 
Abhängigkeit der Abscheiderate von der Kombination der Partikelladung 
und der Richtung des elektrischen Feldes.  
Abbildung 3.19 zeigt die Schichtdicke und Oberflächenrauheit bei Variation 
der Feldrichtung für die Luftstrahlmühlenpartikel bei konstanten Beschich-
tungsparametern (Kolbenvorschub, Aerosolvolumenstrom (vergleiche Ab-
bildung 3.7)). Die Ergebnisse wurden jeweils über drei Messungen gemit-
telt. Entgegen der in Kapitel 3.6.2 diskutierten Theorie werden die Luft-
strahlmühlenpartikel sowohl positiv als auch negativ geladen. Dies spiegelt 
sich auch bei der Variation der Feldrichtung wider. Sowohl in positiver (das 
Netz ist gegenüber der Abscheideelektrode positiv geladen (vergleiche 
Abbildung 3.19a, b)) als auch in negativer Feldrichtung werden mehr Parti-
kel abgelagert als im Referenzfall (vergleiche Abbildung 3.19c), beim dem 





































Abbildung 3.19 Einfluss der Feldrichtung auf die Schichtdicke und den Mittenrauwert 
Ra. Die Richtung des elektrischen Feldes zwischen Netz- und Abscheideelektrode wurde 
variiert. a) positive Feldrichtung b) negative Feldrichtung, c) zeigt die Werte ohne Feld. 
Beschichtungsparameter entsprechend B.2 (nach [31]). 
Die Abscheiderate ist bei negativem Feld höher. Da der PTFE-Schlauch die 
Partikel mehrheitlich positiv aufladen sollte, führt ein negatives Feld zu der 
größten Schichtdicke. Insgesamt wird die Beschichtung durch das Anlegen 
eines elektrischen Feldes verbessert und die Oberflächenrauigkeit sinkt. 
Eine mögliche Abschattung des Substrates und eine damit einhergehende 
Verminderung der Schichtdicke durch das geerdete Netz konnte nicht beo-
bachtet werden. Ein Großteil der Partikel kann aufgrund ihrer hohen kineti-
schen Energie das Netz passieren und auf der geerdeten Elektrode werden 
nur geringfügig Partikel abgeschieden.  
3.9.3 Reproduzierbarkeit des Prozesses  
Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit des Prozesses wurden sechs 
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Abbildung 3.20 Reproduzierbarkeit der Schichten. Beschichtungsparameter entspre-
chend Anhang B (nach [31]). 
Zur Herstellung der Schichten wurden triboelektrisch geladene Luftstrahl-
mühlenpartikel (Median 3,5 μm) mit negativer Feldrichtung (Netz: -5kV und 
Abscheideelektrode: Erde) auf Glas abgeschieden. Abbildung 3.20 zeigt die 
Schichtdicken und Rauheitswerte der entsprechenden Schichten. Die 
Schichtdicke betrug 41,2 μm ± 6,4 μm und die Rauigkeit 7,7 μm ± 1,1 μm.  
Weitergehende Versuche haben gezeigt, dass die Reproduzierbarkeit bei 
stark unterschiedlichen Umgebungsparametern (Temperatur, relative Luft-
feuchtigkeit) sinkt. Dies ist vermutlich auf die Aufladung der Partikel zu-
rückzuführen. 
3.9.4 Vergleich der Abscheiderate unterschiedlicher Partikeln 
In Abbildung 3.21 wird die Abscheiderate von Spühtrockner-und Luft-
strahlmühlenpartikeln für die beiden Aufladungsmechanismen der Hoch-
spannungskorona und der triboelektrische Aufladung verglichen. Bei den 

















































































geladen wurden, nicht auf Glassubstraten abscheiden lassen. Vermutlich 
lagern sich die während der Ladung der Partikel entstehenden positiven 
Stickstoff- und Sauerstoffionen auf dem Glassubstrat ab und erzeugen ein 
Gegenfeld. Aufgrund dieses Gegenfeldes sinkt die Abscheiderate der Parti-
kel stark und es kommt zu einer Vielzahl von Fehlstellen in der Partikel-
schicht. Aus diesem Grund wurde ein leitfähiges Goldsubstrat verwendet. 
In diesem Fall können die Ionen abfließen und ermöglichen somit eine gute 
Beschichtung des Substrates. [31]  
Die in Abbildung 3.21 dargestellten Ergebnisse sind nicht direkt vergleich-
bar: Die Abscheidung der mittels Korona geladenen Partikel erfolgte auf 
leitenden Oberflächen, die triboelektrisch geladenen auf Glas. Zudem wa-
ren die Abstände der Schlauchenden (vergleiche 0 B) zum Substrat unter-
schiedlich, bedingt durch den Bauraum in der Abscheidekammer.  
Deutlich wird jedoch, dass sich die Luftstrahlmühlenpartikel für die Ab-
scheidung besser eignen. Sowohl für die Aufladung mit der Korona als auch 
mit der triboelektrischen Aufladung sind höhere Abscheideraten möglich. 
 
Abbildung 3.21 Vergleich der Abscheideraten  für unterschiedliche Kombinationen von 
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Neben der Schichtdicke hat die Porosität einen Einfluss auf den der Be-
schichtung nachfolgenden Laserschritt. Für eine geringe Porosität wird 
mehr Partikelmaterial der Schicht zu einem Spot geschmolzen. Eine Ab-
schätzung dieser Abhängigkeit ist in Förtsch [44] beschrieben. Für die Be-
stimmung der Porosität wurden mehrere Quadrate mit einer Kantenlänge 
von ca. 3 mm aus derselben Schicht untersucht. Aufgrund der Dauer der 
Messmethode (bis zu 70 Bilder mussten mit dem konfokalen Lasermikro-
skop aufgenommen und zusammengefügt werden) konnte keine komplette 
Schicht untersucht werden.  
Die Porosität wurde dabei über verschiedene Bereiche des Trägers und mit 
entsprechender Variation in der Schichtdicke entsprechend Gleichung 3.1 
bestimmt. Die mittlere Porosität der Probe ergibt einen Wert von 51 % ± 
3 %. Diese ist vergleichbar niedrig, bedingt durch die Komprimierung der 
Partikelschicht aufgrund der elektrischen Anziehungskräfte. Zufällige Ku-
gelpackungen haben eine maximale Porosität zwischen 48 % und 26 %, je 
nach Packungsart [45]. Aufgrund des verwendeten polydispersen Partikel-
kollektivs liegt die Porosität in einem validen Bereich für die dichten Parti-
kelschichten.Einfluss der Schichtdicke auf das Laserergebnis. 
 
Abbildung 3.22 Vermessung von Partikelschichtvolumina mit unterschiedlicher Aus-
gangsschichtdicken  vor (Vgesamt) und nach dem Schmelzvorgang (Vp) zur Bestimmung 





















































Abbildung 3.23 Einfluss der Laserleistung auf den Äquivalentsradius der Spots in Abhän-
gigkeit zur Höhe der Schicht Die Laserleistung wurde in Schritten von 5 % bis 80 % vari-
iert. 
Eine weitere Zielgröße des Prozesses ist die Optimierung der Beschichtung 
für die weiteren Prozessschritte der Peptidmicroarraysynthese. Insbeson-
dere die Kompatibilität mit dem anschließenden Laserprozess wurde in der 
Arbeit betrachtet. Neben der Oberflächenrauigkeit und der Porosität hat 
vor allem die Schichtdicke einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse 
des Laserprozesses. Abbildung 3.23 zeigt den Zusammenhang der Größe 
der mit dem Laser belichteten Spots in Abhängigkeit von der Schichtdicke.  
Wie in Abbildung 3.23 gezeigt ist neben der Schichtdicke die Energie des 
Laserpulses von entscheidender Bedeutung für die Größe der Spots. Daher 
müssen die Schichtdicke und die Laserleistung zusammen optimiert wer-
den. Bei geringen Leistungen des Lasers ist der Anstieg der Spotgröße mit 
zunehmender Schichtdicke gering. Dies ermöglicht einen in diesem Bereich 
robusten Prozess, der geringe fertigungsbedingte Schwankungen der 
Schichtdicke toleriert.  
Dies eröffnet die Möglichkeit einer Definition des tolerierbaren Schichtdi-







































Messungen lässt sich die Grenzen der Partikelschichtdicke für das zuverläs-
sige Belichten mit dem Laser von Partikelspots definieren: Ab einer 
Schichtdicke größer als 17 µm lassen sich Partikelspots durch Laserein-
strahlung fixieren. Da die Spezifikationen für die Herstellung der Peptid-
microarrays einen Pitch kleiner 50 µm fordern, muss der Spotdurchmesser 
kleiner als 40 µm sein. Anhand der in Abbildung 3.23 dargestellten Verhält-
nisse lassen sich entsprechende Belichtungsparameter auf die Dicke der 
Schicht anpassen. 
3.9.6 Peptidsynthese als Machbarkeitsstudie 
Nach der Optimierung der Aminosäurepartikelschicht soll eine Machbar-
keitsstudie die Eignung der Beschichtung für den Herstellungsprozess von 
Peptidmicroarrays bestätigen. Abbildung 3.24 zeigt die Ergebnisse der ein-
zelnen Prozessschritte des Verfahrens. In Vorexperimenten konnten bereits 
Muster mit einem Pitch von 33 µm erzeugt werden [39], daher wurde die-
ser im Experiment zwischen 33 µm bis 100 µm variiert (siehe Abbildung 
3.24b, d, f ).  
Abbildung 3.24a, b zeigt die auf dem Glasobjektträger aufgebrachte homo-
gene Partikelschicht, die mit dem Laser durch ein selektives Schmelzen der 
Schicht zu definierten Partikelspots entsprechend strukturiert wurde. In 
Abbildung 3.24c, d werden die angeschmolzenen Partikelspots nach der 
Reinigung gezeigt. Diese Reinigung erfolgt dabei selektiv, nicht geschmol-
zene Partikel müssen möglichst vollständig entfernt werden, um die Hin-
tergrundsignale zu reduzieren.  
Nach der in Kapitel 3.8.6 dargestellten Dipeptidsynthese zeigt Abbildung 
3.24e, f den Fluoreszenznachweis der Kupplungsreaktion (vergleiche An-
hang A). Die Kratzer auf dem Fluoreszenzbild sind nicht durch die Synthese 
bedingt, sondern auf die verwendeten Oberflächen zurückzuführen. Das 
Array in Abbildung 3.24e hatte in diesem Fall 80.000 Spots auf einer be-
schichteten Fläche von 16 mm × 32 mm (Pitch 80 µm, Spotdichte 




Abbildung 3.24 Dipeptidsynthese für zwei Arrays  a), c), e) zeigen das Werk „Marilyn 
Monroe“ (1967) von Andy Warhol mit 80.000 Spots auf einer Fläche von 16 mm × 
32 mm. b), d), f) zeigen die Auflösung der Methode durch eine Variation des Pitches von 
100 µm bis 33 µm. Dabei zeigen a), b) die mit dem Laser strukturierte Partikelschicht, c), 
d) die angeschmolzenen Partikel nach der Reinigung und e), f) den Fluoreszenznachweis 
der Kupplungsreaktion. 
Eine Steigerung der Spotdichte wurde ergänzend untersucht. Der in Abbil-
dung 3.24f gezeigte Arrays enthält Muster mit einem unterschiedlichen 
Pitch, der zwischen 33 und 100 µm variiert wurde. Aufgrund der Eigen-
schaften der Schicht war bei diesem Array ein Pitch von 50 µm grundsätz-
lich herstellbar, die qualitativ hochwertigsten Ergebnisse wurden jedoch 
bei einem Pitch von 80 µm erzeugt. Negative Auswirkung hat die Anzahl an 
Agglomeraten. Diese wurden bereits reduziert, lassen sich aber aufgrund 
des Partikelmaterials nicht komplett vermeiden. Somit konnte die Kompa-
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tibilität der Beschichtung mit den Folgeprozessen der Peptidsynthese ge-
zeigt werden. 
3.10 Diskussion der Ergebnisse 
Für den Einsatz des Selektiven Laser-Anschmelz-Verfahrens zur Herstellung 
von Peptidarrays wurde ein Aminsäurepartikel-Beschichtungsprozess ent-
wickelt. Dieser kann in drei Subprozesse unterteilt werden: die Aerosoler-
zeugung, die Partikelaufladung und die Partikelabscheidung auf dem funk-
tionalisierten Substrat.  
Die Aerosolerzeugung ist mit dem verwendeten Aerosolgenerator reprodu-
zierbar durchführbar. Durch eine Optimierung der Prozessparameter konn-
te eine stationäre Partikeldichte im Aerosol eingestellt werden, die die 
Basis für stark homogene Schichten darstellt.  
Bei der Aufladung der Partikel konnten einige grundlegende Einfluss- und 
Störgrößen ermittelt werden. Während der Arbeit hat sich gezeigt, dass die 
statische Aufladung der Partikel stark von den Materialeigenschaften der 
Partikel und der Luftfeuchtigkeit abhängt. Es konnte nachgewiesen werden, 
dass sich die Aminosäurepartikel in Abhängigkeit von der Herstellungsme-
thode unterschiedlich stark elektrostatisch aufladen lassen. Vermutlich ist 
dafür die unterschiedliche Oberflächenbeschaffenheit durch die unter-
schiedlichen Herstellungsverfahren verantwortlich: Die Geometrie der 
Partikel unterscheidet sich zwischen den statistisch geformten Luftstrahl-
mühlenpartikeln mit einer hohen Oberflächenrauigkeit und den runden, 
glatteren Sprühtrocknerpartikeln. Des Weiteren zeigen die Versuche zur 
Variation der Abscheidefelder, dass sich die Partikel im Falle der tribo-
elektrischen Aufladung zu gleichen Teilen jeweils positiv und negativ beim 
Kontakt mit dem gebogenen PTFE-Schlauch aufladen. Für ein homogenes 
Material entspricht dieses Verhalten nicht der Theorie der elektrostati-
schen Aufladung. Dafür ist vermutlich die Inhomogenität der Partikelzu-
sammensetzung verantwortlich. Während des Herstellungsprozesses sind 
Einsatz der Beschichtung für andere Anwendungen 
53 
Materialbestandteile (Graphit) im Lösungsmittel nicht löslich, sodass sich 
die Kompositpartikel bezüglich ihrer Bestandteile unterscheiden.  
Die großflächige Abscheidung der Partikel geschieht durch die Kombination 
eines homogenen elektrischen Felds mit einem durch den Aerosolstrahl 
bewegten Substrat. Dies ermöglicht eine Beschichtung einer beliebig gro-
ßen Fläche und die Einstellbarkeit der Schichtdicke über die Verfahrge-
schwindigkeit des Substrates. 
Nach der Kombination der Teilmodule zu einer automatisierten Anlage 
wurde die Kompatibilität mit dem Folgeprozess der Peptidarrayherstellung, 
dem Laserprozess, untersucht. Durch eine Dipeptidsynthese konnte die 
Machbarkeit des Konzeptes bewiesen werden. Das Verfahren wurde zum 
Patent angemeldet [46]. 
3.11 Einsatz der Beschichtung für andere Anwendungen 
Im Laufe der Arbeit hat sich gezeigt, dass sich die Anlage neben der Be-
schichtung mit Aminosäurepartikeln auch für andere Einsatzbereiche eig-
net. Dies ist bedingt durch die große Vielfalt von Partikeln unterschiedlicher 
Materialien und Substrate, die mit der Methode kompatibel sind.  
Dabei sind Partikelgrößen im Mikro- und Nanobereich möglich (im Speziel-
len wurden Partikel von 20 nm bis 200 µm erfolgreich getestet). Auch die 
Größe und Geometrie der Substrate ist durch den Einsatz der Verfahrein-
heit flexibel wählbar. Es können neben Glasträgern auch Papier und Gold- 
oder Siliziumwafer beschichtet werden (siehe Abbildung 3.25).  
Des Weiteren lassen sich die erzeugten Schichten durch eine entsprechen-





Abbildung 3.25 Beschichtung eines 4-Zoll (a) Si-Wafers und (b) Gold beschichteter Si-
Wafer mit TiO2-Partikeln [31].  
Der Beschichtungsprozess eignet sich besonders für empfindliche oder 
funktionalisierte Partikel. Der Prozess geht schonend mit den Partikeln um 
und findet bei Raumtemperatur statt. Zudem ist die Verwendung von 
Schutzgas für reaktive Partikelsorten möglich, da das Beschichtungsgehäu-
se abgeschlossen ist. Daher konnte die Verwendung von amino-
funktionalisierten Beads für biochemische Anwendungen gezeigt werden 
[31]. Aufgrund dieser großen Vielfalt ist das Verfahren breit einsetzbar und 




4 Entwurf eines automatisierten 
Herstellungsprozesses  
Für die Herstellung eines Peptidmicroarrays mit dem Selektiven Laser-
Anschmelz-Verfahren werden die drei Prozessschritte der Beschichtung, 
der Laserstrukturierung und des selektiven Reinigungsschritts zyklisch 
durchlaufen. Zudem sind nach der Strukturierung jeder Aminosäurelage 
mehrere chemische Schritte für die Verlängerung des Peptides um eine 
Aminosäure notwendig (siehe Anhang B). Die Herstellung eines ultra-
hochdichten Peptidarrays ist aufwendig. So müssen für die Synthese von 
dekamerischen Oligopeptiden bis zu 200 Prozesszyklen durchlaufen wer-
den. Das ist routinemäßig nur mit einer automatisierten Anlage möglich. 
Das Konzept für eine solche automatisierte Anlage ist im Folgenden darge-
stellt.  
Abbildung 4.1 zeigt die Funktionalitäten, die eine solche automatisierte 
Anlage besitzen muss. Der Laserschritt und die anschließende Partikelent-
fernung wurden bereits eingehend untersucht [42], während die chemi-
schen Prozessschritte ein Standardprozess der partikelbasierten Peptidsyn-
these sind [13]. Neben dem in Kapitel 3 entwickelten automatisierten Be-
schichtungsprozess ist eine In-Prozess-Schichtdickenmessung für den 
Herstellungsprozess notwendig. Deren Entwicklung ist im nächsten Ab-
schnitt dargestellt. 
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4.1 In-Prozess-Schichtdickenmessung 
Für die automatisierte Herstellung von ultra-hochdichten Peptid-
microarrays ist es wichtig, zu Qualitätszwecken ein geeignetes Messverfah-
ren für die Aminosäurepartikelschicht einzusetzen, da diese in Abhängigkeit 
von den Umwelteinflüssen variieren kann.  
Wie in Kapitel 3 beschrieben, wurde die Schichtdicke mit einem konfokalen 
Laserscanning-Mikroskop bestimmt. Dieses ist jedoch für die In-Prozess-
Messung nicht geeignet. Zudem sollte die Schicht sowohl auf Partikelag-
glomerate als auch auf eine gleichmäßige Schichtdicke hin überprüft wer-
den. Literaturrecherche und Machbarkeitsstudien mit kommerziell verfüg-
baren In-Prozess-Schichtdickenmessgeräten ergaben kein zufriedenstellen-
des Ergebnis. Aufgrund der Porosität und der geringen Festigkeit der 
Partikelschichten lassen sich Standardmethoden zur In-Prozess-Schicht-
dickenmessung (kapazitive Messung etc.) nicht übertragen.  
Daher musste ein Prozess für die hergestellten Partikelschichten entwickelt 
werden, mit dem sich im Fertigungsprozess die Schicht charakterisieren 
lässt. 
Die Anforderungen lassen sich folgendermaßen beschreiben: 
• Abschätzung der Schichtdicke  
• Charakterisierung der Homogenität der Schicht 
• Detektion von Fehlstellen (Partikelagglomerate oder Fehlstellen in der 
Schicht) 
Aufgrund der geringen Haftfestigkeit der Schicht wird ein optisches Mess-
verfahren eingesetzt. Dieses nutzt die Transmissionseigenschaften der 





Abbildung 4.2 Prüfstand zur Klassifizierung der hergestellten Partikelschichten Die Ka-
mera (A) nimmt die Partikelschicht (B) auf, die auf einer homogenen Beleuchtung (C) 
mit einem x,y-Tisch (D) positioniert wird. 
Aufgrund der Intensitätsverteilung der Kameraaufnahme wird auf die 
Schichtdicke geschlossen. Der experimentelle Aufbau (siehe Abbildung 4.2) 
besteht aus einer Kamera GigE SE UI-5490SE (IDS Imaging Development 
Systems GmbH, Obersulm) mit dem Objektiv LM25JC10M (Kowa Optimed 
Europe Ltd., Berkshire, UK), einer Halterung für den mit Aminosäureparti-
keln beschichteten Objektträger (Beschichtungsparameter und Partikelgrö-
ßenverteilung sind in Anhang B dargestellt) und einer homogene LED-
Lichtquelle (isys vision, Freiburg). Für die Messung wird zuerst ein Refe-
renzbild ohne Aminosäurepartikelschicht aufgenommen. Über eine Sub-
traktion des Referenzbildes von der Messung kann die systematische 
Messabweichung verringert werden. Für den in Abbildung 4.4 beschriebe-
nen Versuch wurden auf den Trägern Aminosäurepartikelschichten mit 
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einem Schichtdickegradienten hergestellt. Dadurch konnten mehrere Ver-
suchspunkte auf dem gleichen Träger aufgenommen werden. Die Partikel-
schicht wurde dann in Abschnitte unterteilt, von denen die Lichtintensität 
und die Schichtdicke mit dem Laserscanning-Mikroskop gemessen wurden. 
Wie in Abbildung 4.3 gezeigt, ergibt sich aus der Messung ein nichtlineares 
Verhalten, das sich durch die Absorptionseigenschaften der Partikel erklä-
ren lässt. Diese Absorptionseigenschaften lassen sich mit dem Lambert-
Beerschen Gesetz approximieren. Aufbauend auf dieser Messung lässt sich, 
basierend auf der Intensität, die Schichtdicke abschätzen. 
Die Bestimmung der Schichtdicke mithilfe eines intelligenten Algorithmus 
wurde von Metzger während seiner Bachelorarbeit implementiert [48]. Der 
Prozess umfasst mehrere Schritte. Zuerst muss die produzierte Schicht mit 
einer Kamera aufgenommen werden. Die Bilder werden dann in Matlab 
eingelesen und vorverarbeitet (in Grauwerte konvertiert und zugeschnit-
ten). Die bearbeiteten Informationen können dann von der intelligenten 
Software, basierend auf maschinellem Lernen, klassifiziert werden. Diese 
Klassifizierung der Partikelschicht erfolgt in fünf Klassen: Schicht ist zu 
dünn, gut, oder zu dick, Schicht enthält Agglomerate oder Inhomogenität. 
Der Algorithmus besteht aus einer Kombination aus Support-Vector-
Machine (SVM), Neuronalem Netz und Fuzzy-Logik.  
 

























Abbildung 4.4 Anteil der Proben, die nach den Klassifizierungsschritten a-e noch 
vorhanden sind. Die unbrauchbaren Proben werden nach mehreren Klassifizierungs-
zyklen aussortiert, ausschließlich gute Proben bleiben in der Produktion. 
Statt alle Funktionen in einem Algorithmus zu vereinen, hat man hier mit 
einem eigens abgestimmten Training spezialisierte Teilsysteme zu einem 
Gesamtsystem kombiniert.  
Das Klassifizierung wurde nach dem Training der einzelnen Systeme vali-
diert. Dazu wurde eine Gesamtanzahl von 100 Proben, bestehend aus je-
weils 20 Proben der entsprechenden Klasse, vom System in fünf Prozess-
schritten getestet. Abbildung 4.4 zeigt die Ergebnisse. In Schritt „Start“ 
wurde mit dem Fuzzy-System eine vorläufige Klassifizierung durchgeführt. 
Dabei werden bereits über 40 Proben als nicht fertigungsgeeignet klassifi-
ziert (siehe Abbildung 4.4a). Die nachfolgenden Schritte sortieren dann die 
inhomogenen Schichten (Abbildung 4.4b), die geringe Schichtdicke 
(Abbildung 4.4c) und die zu große Schichtdicke (Abbildung 4.4d) mittels 
SVM aus. Die agglomeratbehafteten Proben werden mittels Neuronalem 






























































Geeignete Proben Proben mit zu großer Schichtdicke
Proben mit zu geringer Schichtdicke Agglomeratbehaftete Schicht
Inhomogene Schicht
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Klassifizierungsprozess. Diese Anordnung der Lernmechanismen wurde in 
entsprechenden Vorversuchen ermittelt. 
Aus der Anfangsmenge (jeweils 20 % für jede Klasse) klassifizierte das Sys-
tem 99% aller Proben richtig. Die Falsch-Klassifizierung (Anteil der ungeeig-
neten Proben, die fälschlicherweise als gut klassifiziert werden) lag bei 0 %, 
lediglich eine gute Probe wurde als ungeeignet klassifiziert und damit aus-
sortiert. 
Das System, bestehend aus einem Kameraaufbau und einer intelligenten 
Software, kann nun für die Qualitätsprüfung der Schichtdicke eingesetzt 
werden. Der Vorteil gegenüber klassischen Verfahren besteht in der Mög-
lichkeit, die In-Prozess-Messung während des automatisierten Fertigungs-
prozesses von Peptidmicroarrays einzusetzen. Durch leichte Modifikation 
der Lernparameter kann mit der Methode auch die Strukturierung nach 
dem Laserprozess auf ihre Qualität überprüft werden.  
4.2 Konzept der automatisierten Peptidarrayherstellung 
Hierfür wurde mit der Firma GAS Automation GmbH ein erstes Konzept zur 
Fertigung und zum Aufbau einer Produktionsanlage von Peptidarrays (ver-
gleiche Abbildung 5) erarbeitet.  
Dieses besteht aus drei Stationen (Station 1 für die Beschichtung der Sub-
strate mit Aminosäurepartikel und das Entfernen der Partikel, Station 2 für 
den darauf folgenden Laserschritt, Station 3 als Lagerplatz für beschichtete 
oder strukturierte Träger), die über eine Linearachse verbunden werden.  
Da der Strukturierungsprozess den höchsten Aufwand bei der Herstellung 
der ultra-hochdichten Peptidarrays darstellt, soll dieser automatisiert wer-
den. Für die chemischen Prozessschritte wird der Glasobjektträger manuell 
entnommen und später entsprechend wieder eingelegt. 
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Abbildung 4.5 Konzept der Automatisierung. Nach der Beschichtung der Glassubstrate 
(A), die in einen Träger eingelegt sind, wird dieser mit der Linearachse (B) und einem 
Greifer zur Lasereinheit (C) gefahren und dort in eine Ablage (D) positioniert. Mit der 
Kamera (E) lässt sich die Position anhand von Markierungen bestimmen. Die Träger 
können in einem Depot (F) zwischengelagert werden.  
Der funktionalisierte Glasobjektträger wird in einem Rahmen montiert er 
durchläuft so alle Prozessschritte der Beschichtung, des Belichtens mit dem 
Laser und der Reinigung. Dieser Rahmen ermöglicht durch die verwende-
ten Greifer eine sichere Handhabung und zudem eine höhere Positionier-
genauigkeit im Vergleich zu den empfindlichen, funktionalisierten Glasträ-
gern. 
Ablauf der Automatisierung 
Für den Beschichtungsprozess wird der Rahmen mit dem Glasobjektträger 
der in Kapitel 3 beschriebenen Beschichtungsanlage zugeführt. Nach der 
Beschichtung wird er mittels einer Linearachse zur Qualitätskontrolle be-
wegt, danach zur Lasereinheit gefahren und in einer Ablage positioniert. 
Diese mechanische Vorpositionierung erfolgt über eine formschlüssige 
Verbindung (konische Aufnahmestifte an der Objektträgerhalterung und 
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entsprechende Bohrungen in der Ablage). Die Erkennung der Lage des 
Objektträgers wird durch ein in der Lasereinheit integriertes Bildverarbei-
tungssystem umgesetzt. Nach dem Laserprozess wird das Substrat an die 
Reinigungsstation bewegt und dort gereinigt. Nach der Strukturierung einer 
Aminosäuresorte kann das Substrat dann in einem Depot gelagert oder 
weiterverarbeitet werden. Dieses Depot ermöglicht die parallele Herstel-
lung mehrerer Arrays. Dafür ist jedoch eine Nachverfolgbarkeit der Sub-
strate wichtig: Diese werden mit einem in Glas eingeschweißten RFID (ra-
dio-frequency identification)-Chip versehen. Dieser hält die chemischen 
Prozesse aus und ermöglicht die Nachverfolgung des Trägers und die be-
reits durchlaufenen Prozessschritte, die in einer Datenbank hinterlegt sind.  
Zusammen mit GAS Automation GmbH wurde dann eine Anlage geplant. 
Neben der Definition der Spezifikationen (Positioniergenauigkeit, Ge-
schwindigkeit, Handhabung der Träger) wurden technische Aspekte erar-
beitet. Das System wird auf einem Gestell und Granit aufgebaut und die 
gesamte Programmierung der Prozesse (die Positionserkennung, die Da-
tenbank für die RFID-Daten und die Steuerung der Beschichtung und Reini-
gung) auf Basis einer SPS programmiert. Zudem erfolgt für die Produktion 
eine Programmierung der Benutzeroberfläche mit kompletter Parametri-
sierung und Optimierung. Die veranschlagten Kosten betragen 180.000 €. 
Vor dem Projektstart muss jedoch der selektive Reinigungsschritt noch in 
die Beschichtungsstation integriert und anschließend validiert werden. Dies 
wird im Ausblick der Arbeit näher beschrieben. 
 
 
5 Transfer von Peptidmicroarrays 
Der Transfer von Peptidmicroarrays von einem funktionalisierten Glasob-
jektträger, dem sogenannten Syntheseträger, auf eine Zieloberfläche hat 
mehrere Vorteile. Ein wichtiger Aspekt ist die Aufreinigung des Peptid-
microarrays. In Schirwitz und Löffler [18] konnte eine Aufreinigung im Ar-
rayformat gezeigt werden, bei der ausschließlich die vollständig syntheti-
sierten Peptide auf einen Zielträger transferiert wurden, während die Ab-
bruchprodukte der Synthese weggewaschen wurden. Zudem konnte 
gezeigt werden, dass bis zu 20 Replikate eines Peptidmicroarrays herge-
stellt werden können. Dies ist vor allem von großer industrieller Bedeutung, 
da die Produktionskosten so stark gesenkt werden können. Ein weiterer 
Vorteil des Transfers ist die Möglichkeit, Substrate wie beispielsweise Foli-
en, auf Mikrochips basierende Sensoren oder Tropfenarrays mit der Pep-
tidmicroarraytechnologie zu kombinieren.  
In diesem Kapitel wird die Entwicklung eines Prozesses für den Transfer von 
Peptidmicroarrays beschrieben, aufbauend auf der Machbarkeitsstudie von 
Schirwitz und Löffler [18] und einer auf Ueda [49] basierenden Entwicklung. 
5.1 Theorie des Transfers von Molekülbibliotheken 
5.1.1 Transfer im Allgemeinen 
Die Aufreinigung von Peptiden wird vielfach mittels Hochleistungsflüssig-
keitschromatographie (HPLC), Ionenaustauschchromatographie oder Gel-
filtration durchgeführt [50]. Da die Peptide von der Oberfläche abgespalten 
werden müssten, sind diese Verfahren für Peptidmicroarrays nicht zielfüh-
rend, da die Ortsinformation des Arrays während des Prozesses verloren 
geht. Eine Möglichkeit, die räumliche Information des Arrays zu erhalten, 
besteht im selektiven Übertrag der vollständig synthetisierten Peptide oh-
ne laterale Diffusion, sodass die Größe der Spots und ihr Pitch ohne Quer-
kontamination erhalten bleiben. 
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Der Übertrag von Peptiden oder Proteinen im Arrayformat ist durch soft-
lithografische Methoden möglich, insbesondere durch das sogenannte 
Micro-Contact-Printing [51]. Dabei wird ein mikrostrukturierter Polydime-
thylsiloxane (PDMS)-Stempel mit einer Peptidlösung benetzt und diese auf 
ein Substrat transferiert. Allerdings ist die Herstellung eines Arrays mit 
vielen verschiedenen Peptiden aufwendig, da man mehrstufige Druckpro-
zesse mit mehreren Stempeln (jeweils einen pro Peptidsorte) benötigt. Eine 
ausgiebige Diskussion ist in Ruiz [52] dargestellt. 
Eine weitere Möglichkeit des Übertrags von Peptiden im Arrayformat ist in 
[53] beschrieben. Hier wird ein gespotteter Peptidmicroarray auf ein Hyd-
rogel im Arrayformat übertragen, indem das Hydrogel auf dem Peptidarray 
auspolymerisiert wird und die Peptide beim Ablösen des Hydrogels von der 
Glasoberfläche an diesem immobilisiert werden. Schirwitz und Löffler [18] 
verfolgen ein ähnliches Prinzip, das im Folgenden näher dargestellt wird.  
5.1.2 Transfer von ultra-hochdichten Peptidmicroarrays 
In diesem Abschnitt wird der Transfer eines Peptidmicroarrays beschrie-
ben, da er die Basis für den zu entwickelnden Prozess darstellt. Ein Peptid-
microarray wird dabei auf eine goldbeschichtete Polyvinylidenfluorid 
(PVDF)-Membran übertragen.  
Das Wirkprinzip ist in Abbildung 5.1 dargestellt. Unvollständige Peptide 
werden geblockt und nicht weiter synthetisiert. Als letzten Syntheseschritt 
wird Cystein verwendet. Nach der Entschützung der Seitenketten mit 
gleichzeitiger Abspaltung der Peptide (ein für die Peptidsynthese optimier-
ter Linker (RINK-Amid-Linker) erlaubt eine Abspaltung der Peptide vom 
Syntheseträger) können die vollständig synthetisierten Peptide durch die 
Bildung von Thiol-Gold-Bindungen auf der PVDF-Membran immobilisiert 
werden, indem die beiden Oberflächen aufeinander gepresst werden. Un-
vollständige Peptide können nicht binden und werden weggewaschen. 
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Abbildung 5.1 Wirkprinzip des In-situ-Transfers. a) Vollständig synthetisierte Peptide 
werden mit einer Thiolgruppe funktionalisiert (A). b) Alle Peptide werden vom Träger 
(C) abgespalten und diffundieren zum funktionalisierten Zielträger (B). c) Ausschließlich 
vollständige Peptide (D) werden auf dem Zielträger immobilisiert. 
Ein spezifischer Transfer von 10.000 Peptidspots pro cm2 konnte mit die-
sem Verfahren nachgewiesen werden. Die Machbarkeitsstudie weist je-
doch einige Nachteile auf. Das Thiol-Gold-System kann einen unspezifi-
schen Übertrag zur Folge haben, falls in der Peptidsequenz ein weiteres 
Cystein vorhanden ist. Zudem ist das Gold für einen Fluoreszenznachweis 
ungeeignet, aufgrund des Fluoreszenzlöschungseffekts. Eine weitere Limi-
tation der Methode besteht in der gleichzeitigen Abspaltung und im Über-
trag bei harschen Abspaltbedingungen. Dies schränkt die Anwendung von 
sensiblen Systemen (z. B. zellbasierte Anwendungen) ein. Zudem sind für 
die eigentliche Anwendung in Screenings Membranen oftmals ungeeignet, 
da sie in den typischen Wellenlängen eine hohe Autofluoreszenz aufwei-
sen, wohingegen Glas nahezu keine Autofluoreszenz zeigt.  
5.1.3 Transfer auf sensible Oberflächen 
Da bei dem in Kapitel 5.2.2 beschriebenen Transfer die Oberflächen mit 
definierter Kraft aneinander gepresst werden, eignet sich der Übertrag 
nicht für sensible Oberflächen (z.B. mit einer Oberflächenfunktionalisierung 
oder einer Strukturierung der Oberfläche), da diese bei einem kraftgesteu-
erten Übertrag beschädigt werden können. Als exemplarisches Beispiele 
wurden die sogenannten „DropletMicroarrays“ ausgewählt [54]. Diese 
bestehen aus superhydrophilen Spots, die voneinander durch superhydro-
phobe Bereiche auf einem Glassubstrat abgegrenzt werden. Infolge dieser 
Strukturierung der Oberfläche lassen sich einzelne Tropfen generieren [49].  
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Abbildung 5.2 Positionsgesteuerter Übertrag auf einen Tropfenarray. a) Der Mole-
külarray (A) wird über dem Dropletmicroarray (B) lateral positioniert. b) Der Array wird 
vertikal verfahren, bis ein Transfer der Moleküle in die Tropfen stattfindet. c) Der Mole-
külarray wird planparallel entfernt.  
Aufgrund der einfachen Herstellung und der breiten Anwendungsmöglich-
keiten wurden unter anderem die DropletMicroarrays für den Transfer 
genutzt. 
Der Transfer des Molekül- oder Peptidmicroarrays (siehe Abbildung 5.2) 
von einem Träger in die Tropfen des Analyten erfolgt derart, dass pro Trop-
fen eine Molekülsorte übertragen wird und keine Vermi-
schung/Kreuzkontamination zwischen den Tropfen stattfindet. 
5.2 Profilfindung  
Entsprechend der in Kapitel 5.1 beschriebenen Machbarkeitsstudien sollte 
eine Weiterentwicklung zu einem robusten Prozess erfolgen, der eine ein-
fache Bedienung und einen Übertrag ohne Störfaktoren, wie beispielweise 
das Verrutschen der Träger beim Trennen, gewährleistet. Dabei sind vor 
allem die Einstellbarkeit von Prozessparametern und eine hohe Reprodu-
zierbarkeit wichtig. Die Definition des Profils erfolgte entsprechend:  
Es soll ein technischer Prozess entwickelt werden, der mit einer geeigneten 
Immobilisierungsstrategie Peptide im Arrayformat auf funktionalisierte, 




Die Generierung der Ideen erfolgte zusammen mit Striffler [55] als interdis-
ziplinäres Projekt. In der vorliegenden Arbeit sind die technischen Aspekte 
dargestellt, während die chemischen Details des Übertrags in Striffler [55] 
beschrieben sind. Für den Übertrag sind ein Abspalten und eine Immobili-
sierung auf der Zieloberfläche notwendig: Für die Immobilisierung der Pep-
tide stehen verschiedene Systeme zur Verfügung, z. B.: Click-Chemie oder 
eine Immobilisierung durch Biotin-Streptavidin. Ein entscheidender Para-
meter für einen gleichmäßigen Übertrag ist der Abstand der Flächen. Daher 
sind zwei Strategien denkbar: die Einstellung eines Abstandes zwischen den 
Trägern mit einem Übertrag durch Diffusion der Peptide oder ein Übertrag 
durch eine Flächenpressung. Zudem ist das Entformen/Trennen der Ober-
flächen nach dem Übertrag für die Qualität der Replika wichtig. Um ein 
„Verschmieren“ der Peptidspots zu verhindern, müssen die Träger mög-
lichst planparallel mit definierter Geschwindigkeit getrennt werden. 
5.3.1 Ideenfindung zum kraftgesteuerten Übertrag 
 
Abbildung 5.3 Ideensammlung zum passiven planparallelen Ausrichten und Entformen: 
(a) Array fest eingespannt, Zieloberfläche mit parallelem Feder-, Dämpfersystem. (b) 
Kugelgelenk in Kombination mit fester Einspannung. (c) Kombination aus zwei Feder-, 
Dämpfersystemen. 
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Für den kraftgesteuerten Übertrag müssen die Oberflächen planparallel 
ausgerichtet werden und nach dem Übertrag ohne Scherkräfte wieder 
getrennt werden. Dazu wurde eine Sammlung an verschiedenen Ideen für 
die technische Umsetzung angelegt, die in Abbildung 5.3 dargestellt sind.  
Das Ausrichten der Oberflächen kann aktiv oder passiv erfolgen. Bei der 
aktiven Methode werden die Oberflächen mithilfe eines Goniometers aus-
gerichtet. Eine passive Ausrichtung erfolgt über flexible oder passiv beweg-
liche Elemente, die günstiger und robuster sind. 
5.3.2 Vorversuche zum kraftgesteuerten Übertrag 
Für die Auslegung der Komponenten müssen verschiedene Randbedingun-
gen untersucht werden. Dazu gehören die Transferumgebung, die Anpress-
kraft und die Trennkraft. Diese wurde in Zusammenarbeit mit J. Weisbrodt 
im Zuge ihrer Bachelorarbeit untersucht [56].  
Transferumgebung: Der Übertrag kann in trockener oder flüssiger Trans-
ferumgebung stattfinden. In [18] wird ein dünner Flüssigkeitsfilm aus Trif-
luoressigsäure (TFA) verwendet, um einen Übertrag mit dem Gold-Cystein-
System zu ermöglichen. Nach dem Verdunsten der Flüssigkeit konnten die 
Träger getrennt werden. Der Übertrag mit dem Streptavidin-Biotin-System 
zeigt jedoch in einer Wanne mit wässriger Lösung bessere Ergebnisse [56].  
Anpresskraft: Nach einem sorgfältigen Ausrichten der Oberflächen wurde 
durch einen Stempelversuch mit Tinte auf Glasoberflächen bei Kräften von 
5 - 6 N bereits gute Ergebnisse erzielt. Die Kraft wurde mit einer Kraftmess-
dose gemessen [56]. 
Trennkraft: Die Trennkraft konnte durch einen Übertrag in wässriger Um-
gebung gesenkt werden. Diese variiert mit der zu trennenden Fläche auf-
grund von Kapillarwirkungen im Spalt zwischen den Trägern und beträgt für 
die Fläche eines Glasobjektträgers 25 N. 
Mit den ermittelten Randbedingungen wurde dann eine Machbarkeitsstu-
die zum Übertrag eines Peptidarrays durchgeführt. Abbildung 5.4 zeigt den 




Abbildung 5.4 Vorversuche zum Übertrag mit dem Tischroboter Janome 2200 mini.  Die 
Linearachse (A) des Tischroboters fährt die Halterung (B) und den darin eingespannten 
Peptidmicroarray (E) auf die Zieloberfläche (D), die auf einer viskoelastische Unterlage 
(C) fixiert ist. 
Dieser Prototyp besteht aus einer Linearachse des Tischroboters Janome 
2200 mini (Janome Industrial Equipment Europe GmbH, Mörfelden-
Walldorf), an der der Glasobjektträger befestigt ist, und einer flexiblen 
Polymerunterlage, auf die der Zielträger geklebt wurde. Die flexible Poly-
merunterlage hat viskoelastische Eigenschaften und kann in erster Nähe-
rung als Feder-Dämpfer-System interpretiert werden. Die Ergebnisse der 
Vorversuche mit diesem Prototyp (vergleiche Abbildung 5.4) demonstrie-
ren die Machbarkeit des Ansatzes. Daher wurde auf Basis dieses Prototyps 
eine Anlage entwickelt. 
Ein Nachteil bei dem in Abbildung 5.4 gezeigten Prototyp besteht in der 
hohen Flexibilität der Lagerung der Zieloberfläche. Beim Trennen der Slides 
kann es zu einem Verkippen kommen, wodurch die Qualität des Übertrags 
verringert wird. Zudem muss eine Einspannung der Träger erfolgen, da das 
Kleben ein zerstörungsfreies Ablösen für die Weiterverarbeitung nicht zu-
lässt.  
Transfer von Peptidmicroarrays 
70 
5.3.3 Ideenfindung zum positionsgesteuerten Übertrag 
Für den positionsgesteuerten Übertrag müssen die Oberflächen ebenfalls 
planparallel ausgerichtet werden. Wenn ein Abstandshalter zwischen Ober-
flächen verwendet wird, kann diese Ausrichtung über ein passives Element, 
beispielsweise ein Kugelgelenk, erfolgen. Soll der Abstand der Oberflächen 
zueinander gezielt eingestellt werden, muss die Ausrichtung aktiv über ein 
Goniometer erfolgen. Die Einstellung des Abstandes kann über eine gere-
gelte oder auch manuelle Linearachse realisiert werden. 
5.4 Prinzipmodellierung der Ideen 
Nach entsprechender Konzeptionierung und der Durchführung gezielter 
Vorversuche wird in diesem Kapitel der Prozess des Übertrags konkreti-
siert. 
 
Abbildung 5.5 Ablauf des neu entwickelten Prozesses. 
In Abbildung 5.5 ist eine Unterteilung des Prozesses in einzelne Schritte 
dargestellt.  
Abspaltung von Peptiden: Der erste Schritt ist die Abspaltung von Peptiden 
von der Syntheseoberfläche durch eine gasförmige Verbindung. Im Gegen-
satz zu Flüssigkeiten diffundieren die Peptide nicht lateral in einem gasför-
migen Medium und die Ortsinformation des Arrays bleibt erhalten. Da die 
Konzentration der abgespaltenen Peptide hoch ist, kann es beim Übertrag 
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zu einem Verschmieren der Peptidspots kommen. Daher werden die ober-
flächlich adsorbierten Peptide vor der Positionierung der Syntheseträger 10 
Minuten mit Dimethylformamid gewaschen, kurz mit Methanol gespült und 
im Luftstrom getrocknet. 
Einspannung der Oberflächen: Das Einspannen der beiden Oberflächen 
erfolgt über einen eigens entwickelten Greifer, der die starren Oberflächen 
in einer Pufferlösung halten kann. Insbesondere muss die ganze Glasob-
jektträgerfläche übertragbar sein. Eine Vorpositionierung der Träger ist 
erstrebenswert.  
Laterale Positionierung der Oberflächen: Nach dem manuellen Einspannen 
werden die Oberflächen zueinander positioniert, sodass die Zieloberfläche 
und der Peptidmicroarray in lateraler Dimension genau entsprechen. 
Planparalleles Ausrichten der Oberflächen: Damit ein Übertrag zwischen 
zwei starren Oberflächen möglich ist, müssen diese planparallel ausgerich-
tet werden. Dies geschieht entweder durch passive, elastisch verformbare 
Kunststoff-Elemente der Konstruktion oder kann aktiv durch den Einsatz 
von Goniometern geregelt werden. Bei flexiblen Oberflächen (Membranen, 
Hydrogele) entfällt ein planparalleles Ausrichten. Diese haben jedoch Nach-
teile, die in Abschnitt 5.1 näher erläutert werden. 
Anpressen oder Ausrichten für den Übertrag von Peptiden: Der Übertrag 
erfolgt durch ein Positionieren oder ein Anpressen mit definierter Kraft 
zweier funktionalisierter Oberflächen und ermöglicht somit den Transfer 
von Peptiden von der Synthese- auf die Zieloberfläche. Die Position oder 
der Druck wird aufrechterhalten, bis genügend Peptide aus den tieferen 
Schichten des Polymerfilms diffundiert sind, um einen guten Nachweis zu 
ermöglichen.  
Parallele Entformung: Nach dem Übertrag müssen die starren Oberflächen 
voneinander getrennt werden. Eine Verkippung oder eine laterale Bewe-
gung hat ein Verrutschen des Arrays und somit einen unbrauchbaren Über-
trag zur Folge. Die parallele Entformung mit einer definiert einstellbaren 
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Entformungsgeschwindigkeit ist daher wichtig, um reproduzierbare Über-
trage zu ermöglichen. 
5.4.1 Anforderungen 
Entsprechend der Teilprozessschritte können an die Entwicklung der Anla-
ge folgende Anforderungen gestellt werden: 
• Einstellbarkeit wichtiger Prozessparameter (Anpresskraft oder Abstand, 
Entformgeschwindigkeit) 
• Hohe örtliche Auflösung des übertragenen Arrays ohne laterale Diffusion 
• Übertrag eines kompletten Glasobjektträgers 
• Positionierung der Oberflächen in lateraler Dimension für den Übertrag 
auf beliebige Oberflächen 
Zusätzlich gelten für den positionsgesteuerten Übertrag Anforderungen für 
eine Positionierung in vertikaler Richtung, da der Abstand und die Ausrich-
tung der Oberflächen für die Qualität des Übertrags von entscheidender 
Bedeutung sind. Der Abstand sollte für die verwendeten Oberflächen auf 
±5 µm eingestellt werden, mit einer Planparallelität von 130 µrad, damit 
alle Peptidspots mit den Tropfen des Microdropletarrays in Berührung 
kommen und der Übertrag durch Diffusion stattfindet. 
5.4.2 Gestaltmodellierung der Anlage für den kraftgesteuerten Übertrag 
Entsprechend den Teilprozessen und den davon abgeleiteten Anforderun-
gen wurde ein Konzept erstellt, das in Abbildung 5.6 dargestellt ist. Ein 
Peptidmicroarray wird mittels eines Greifers und einer Lineareinheit mit 
definierter Kraft auf einen in einer Wanne fixierten Zielträger gepresst. Die 
Linearbewegung wurde über eine pneumatische Achse realisiert. Da aus-
schließlich Endpositionen angefahren werden, eignet sich diese Lösung. Im 
Gegensatz zu einer elektrisch aktuierten Achse kann eine pneumatische 
Achse ohne erheblichen Aufwand kraftgesteuert positioniert werden. 
Elektrische Antriebe lassen sich über den Motorstrom kraftgesteuert ver-
fahren, dies ist aber mit großem Aufwand und Kosten bei der Umsetzung 
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der Steuerung verbunden. Die 
Auswahl der Materialien für die 
Konstruktion ist für den Übertrag 
wichtig. Vorversuche zur Materi-
alauswahl haben ergeben, dass 
Aluminium in der wässrigen Lö-
sung der verwendeten phosphat-
gepufferten Salzlösung (PBS) kor-
rodiert. Daher wurden bei der 
Umsetzung vor allem chemisch 
resistente Materialien verbaut, 
nämlich PTFE und Stahl 
(X5CrNiMo17-12-2) für belastete 
Teile. Die Auswahl der Komponen-
ten und Materialien im Detail ist in 
Weisbrodt [56] geschildert. 
5.4.3 Positionierung der Oberflächen beim kraftgesteuerten Übertrag 
Szenarien, die eine Positionierung erfordern 
Ein wichtiges Kriterium bei der Entwicklung des Prozesses ist die Positionie-
rung des Peptidmicroarrays und der Zieloberfläche. Dabei sind verschiede-
ne Szenarien möglich, die unterschiedliche Konzepte für die Positionierung 
erfordern. Diese sind im Folgenden kurz dargestellt.  
1. Übertrag eines ganzen Peptidmicroarrays: In diesem Fall muss der Pep-
tidmicroarray relativ zum Zielträger positioniert werden. Die Genauig-
keitsanforderungen an den Offset und die Verdrehung der beiden Trä-
ger sind gering.  
2. Übertrag zweier Peptidmicroarrays auf denselben Zielträger für Expe-
rimente zu Biokatalysatoren auf Peptidbasis: Hierbei wird der Peptid-
microarray nach dem Übertrag mehrmals gewechselt, um verschiedene 
Peptide in denselben Spot zu übertragen. Die Genauigkeitsanforderun-
Abbildung 5.6 Skizze der entwickelten Anlage 
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gen sind abhängig von der Spotgröße und werden als 0,2 × Spotgröße 
definiert. Im Fall der genutzten Arrays entspricht das 40 - 80 µm. 
3. Übertrag eines Peptidmicroarrays auf einen Screening Chip für zyklo-
voltametrische Messungen: Da die Pixel des Goldchips 100 µm × 
100 µm betragen, liegt die Genauigkeit für das Ausrichten der beiden 
Oberflächen zueinander bei 20 µm (mit 0,2 × Spotgröße). Zudem ist die 
Oberfläche nicht durchsichtig, was das Ausrichten über eine Kamera 
verhindert. 
Konzepte der Positionierung 
Die Konzepte für die Positionierung sind im Folgenden beschrieben. 
• Mechanische Anschläge eignen sich für die manuelle Positionierung, falls 
die Geometrie der auszurichtenden Oberflächen identisch ist. Dies er-
möglicht eine einfache Positionierung ohne Markierungen. 
• Kamerasysteme mit geeigneter Auflösung können genutzt werden, um 
Markierungen auf dem Ausgangs- und Zielträger zu erkennen. Über die 
inverse Kinematik können dann die entsprechenden Koordinaten eines 
Positioniersystems berechnet werden, sodass die beiden Oberflächen 
zueinander ausgerichtet werden. 
• Mittels eines Prismas können Markierungen auf den beiden Oberflächen 
gleichzeitig betrachtet werden. Eine Oberfläche wird dann entsprechend 
bewegt, bis sich die Markierungen überlappen und die Oberflächen aus-
gerichtet sind. 
• Neben den oben genannten Konzepten sind auch kapazitive oder induk-
tive Sensoren denkbar. Für eine Positionsmessung müssten die Sensoren 
auf dem Peptidarray und der Zieloberfläche aufgebracht werden. Dies ist 
sehr aufwendig und die Materialien der Sensoren sind nicht mit den har-
schen Synthesebedingungen kompatibel.  
Die Positioniergenauigkeit wird von verschiedenen Komponenten des Auf-
baus beeinflusst. Sowohl die Wiederholgenauigkeit der Lineartische und die 
des Pneumatikzylinders als auch die Montagegenauigkeit des Trägers in der 
Halterung haben einen Einfluss. Des Weiteren ist die Handhabung der Ob-
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jektträger nur mit einem Vakuumtisch praktikabel. Beim Einschalten des 
Vakuums kann es jedoch zu Verschiebungen im Mikrometerbereich kom-
men. Zudem haben Erschütterungen während des Prozesses einen Einfluss 
auf die Positionierung. Die entsprechenden Methoden zur Untersuchung 
des jeweiligen Anteils dieser Komponenten an der Gesamtpositionier-
genauigkeit werden im Abschnitt 5.5.3 genauer beschrieben.  
Die Positionierung über mechanische Anschläge ist gut geeignet, falls der 
Ausgangs- und Zielträger die gleiche Geometrie haben. Die Präzision dieser 
Methode ist in Kapitel 5.7.2 diskutiert. Ein gängiges Verfahren bei der Posi-
tionierung zweier Substrate ist der Vergleich von sich überlappenden Mar-
kierungen im Durchlichtverfahren mittels einer Kamera. Dies ist im vorlie-
genden Fall nicht möglich, da aufgrund der großen Kräfte die Träger mit 
der ganzen Fläche in die Vakuumhalterungen eingespannt werden und ein 
optischer Zugang von oben oder unten aufgrund des Bauraums nicht mög-
lich ist. Daher wurde die Positionierung mit mehreren Kameras ausgearbei-
tet (siehe Abbildung 5.7). Bei diesem Konzept wird der untere Träger in das 
Sichtfeld einer fest angebrachten Kamera gefahren, die Position der Mar-
kierungen wird aufgenommen. Dann wird eine relativ zum unteren Sub-
strat montierte zweite Kamera zum oberen Träger verfahren und nimmt 
die Markierungen auf. Über den Verfahrweg und die Position der Markie-
rungen lässt sich die Sollposition des unteren Trägers berechnen. Dieses 
Konzept ist voll automatisiert möglich (Erkennung der Markierung und 
Berechnung der Position mit Steuerung der Achsen). Nachteilig sind jedoch 
Erschütterungen, die während des Prozesses zu einer Verschiebung der 
Kamera und somit zu einer falschen Erkennung der Position führen. Des 
Weiteren ist die Berechnung der Koordinaten aufgrund der kinematischen 
Verhältnisse aufwendig, da der Drehpunkt experimentell ermittelt werden 
muss.  

















Abbildung 5.7 Konzept der Positionierung mittels zweier Kameras. Mit der stationären 
Kamera und einer mit dem unteren Substrat mitbewegten Kamera werden die Markie-
rungen des Zielträgers und des Peptidarrays aufgenommen. Aus den Positionsdaten 
lassen sich die notwendigen Koordinaten des Zielträgers berechnen und dieser wird 
dann mit der Verfahreinheit entsprechend positioniert. 
Aufgrund der oben beschrieben Bauraumbegrenzung durch die Vakuum-
halter ist eine weitere Möglichkeit denkbar. Eine Optik, bestehend aus 
einer Kamera und einem Prisma, wird seitlich zwischen die Träger verfah-
ren. Mit der Kamera lassen sich über das Prisma Markierungen auf dem 
oberen und unteren Träger gleichzeitig betrachten. Der untere Träger wird 
dann so lange verfahren, bis die Marken den gleichen Abstand zur Pris-
menkante aufweisen. Zudem kann durch geeignete Wahl der Optik die 
gesamte Breite des Trägers eingesehen werden, sodass jeweils zwei Mar-
kierungen verglichen werden können. Ein aufwendiges Verfahren der Sub-
strate in das Sichtfeld der beiden Kameras entfällt. Dies macht die Methode 
robuster und zuverlässiger. 
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5.4.4 Gestaltmodellierung der Anlage für den positionsgesteuerten 
Übertrag 
Im Gegensatz zu dem bereits geschilderten kraftgesteuerten Übertrag, bei 
dem die Oberflächen über mehrere elastische Komponenten und einer 
Anpresskraft planparallel ausgerichtet werden, werden die Oberflächen 
beim positionsgesteuerten Übertrag in einem Abstand planparallel gegen-
einander positioniert. Der Übertrag findet dann in dem sich ergebenden 
Spalt (mit einer geringen Höhe von mehreren Mikrometern) statt, der mit 
Flüssigkeit gefüllt wird.  
Die Ebenheit der Substratoberflächen ist von entscheidender Bedeutung. 
Variiert beispielsweise die Rauigkeit und Welligkeit der Oberfläche im Grö-
ßenbereich des Abstandes der Oberflächen, ist ein homogener Übertrag 
nicht möglich. Für Glas liegt R bei 2,1 nm [57]. 
Ein weiterer Parameter für die Qualität des Übertrags ist das Vermeiden 
von Verkippungen der Oberflächen bei der Entformung. Dies führt zu ei-
nem „Verschmieren“ der Spots aufgrund von Scherkräften, die auf die Pep-
tide wirken und zu einer Verbreiterung der Spots führen. Über die Wahl 
einer geeigneten Kinematik kann zum einen dieser Effekt verhindert wer-
den, zum anderen kann ein Ausgleich der Planparallelität erfolgen.  
Entsprechend der in Kapitel 5.3.1 dargestellten Konzepte bieten sich für 
den positionsgesteuerten Übertrag die Verwendung eines Kugelgelenks 
oder eines Goniometers an. Ein elastisches Element ist in diesem Fall nicht 
geeignet, da der Übertrag ohne Anpresskraft erfolgt. Die vertikale Positio-
nierung kann entweder über einen Abstandshalter zwischen den beiden 
Oberflächen realisiert werden oder über eine Messung des Abstandes 
durch Sensoren und eine entsprechende Berechnung der Planparallelität. 










Abbildung 5.8 Skizze des Funktionsprinzips des positionsgesteuerten Übertrags. 
In einem ersten Prototyp wurde die laterale Positionierung über drei Posi-
tionierstifte realisiert, die vertikale Positionierung erfolgte über Abstands-
halter (Polymidfolie). Über eine Linearachse wurde dann der Peptid-
microarray verfahren. Mit diesem Aufbau war ein Übertrag möglich, jedoch 
war die Handhabung der Träger schwierig und die laterale Positionierung 
nicht präzise. 
Daher wurde ein zweiter Prototyp entworfen, der in Abbildung 5.8 schema-
tisch gezeigt ist. Der Peptidmicroarray ist in einer Vakuumhalterung einge-
spannt, die mittig eine Aussparung besitzt. Dieser Aufbau ermöglicht im 
Gegensatz zum kraftgesteuerten Übertrag eine einfachere Positionierung. 
Durch die mittige Aussparung des Vakuumhalters kann mithilfe eines Ka-
merasystems und entsprechender Bildverarbeitung eine laterale Positionie-
rung durch die x,y-Verfahreinheit vorgenommen werden. Dabei werden im 
Durchlicht Markierungen auf den beiden Oberflächen zum Überlappen 
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gebracht. Die vertikale Positionierung erfolgt über eine manuelle Lineara-
chse. Über Abstandshalter lässt sich der Abstand der Oberflächen zueinan-
der einstellen.  
5.5 Gestaltmodellierung 
In diesem Abschnitt werden die Prototypen näher diskutiert. In Kapitel 
5.5.1 und 5.5.2 werden die Prototypen zum kraftgesteuerten Übertrag 
beschrieben, in Kapitel 5.5.3 die entwickelte Anlage zum positionsgesteuer-
ten Übertrag.  
5.5.1 Maschine 1: Einsatz im Labormaßstab 
Die durch die Vorversuche gesammelten Erfahrungen wurden in dem in 
Abbildung 5.9 gezeigten Aufbau umgesetzt. Die Oberfläche des Peptid-
microarrays und die Zieloberfläche werden mit einer definierten Kraft 
durch den Leichtlaufpneumatik-Zylinder MQQTB25-35D (SMC Pneumatik 
GmbH, Egelsbach) in Kontakt gebracht. Die Steuerung der Anpresskraft und 
die Entformungsgeschwindigkeit lassen sich mithilfe eines Manometers K8-
10-50 und eines 3/2-Wege-Handabsperrventils manuell einstellen.  
 
Abbildung 5.9 Peptidarrayabformanlage Maschine 1 Mittels Manometer (A) und 3/2-
Wege-Handventil (C) lässt sich der Druck für den Pneumatik-Zylinder (B), der den Pep-
tidmicroarray (F) und die Zieloberfläche (G) über ein Kugelgelenk (E) zusammenpresst 
und entformt, regeln. Die Waagerechtspanner (D) halten die Zieloberfläche beim Ent-
formen. Der Übertrag findet in PBS-Puffer in einer Wanne (H) statt. 
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Der Verzicht auf elektronische Bauteile ermöglicht einen flexiblen Einsatz 
der Maschine im Laboralltag, da das manuelle System bedienerfreundlich 
ist, ohne PC, elektrische Ansteuerung und Software zuverlässig arbeitet und 
leicht zu reparieren ist. Da durch Verwendung eines flexiblen Mediums aus 
Polymer keine ausreichende Planparallelität erreicht werden konnte, wur-
de das Konzept „Kugelgelenk und feste Einspannung“ (siehe Abbildung 5.3 
b) umgesetzt. Der Zielträger kann über zwei Waagrechtspanner in einer 
Wanne aus PTFE festgeklemmt werden. Dies ermöglicht ein schnelles Ent-
nehmen des Trägers für den Waschprozess nach dem Übertrag.  
Die Anlage ermöglicht Überträge von Peptidarrays, die den Anforderungen 
entsprechen. Zudem ist sie robust gegenüber Störungen und im Laboralltag 
gut bedienbar. Die Nachteile sind eine mangelnde Positionierbarkeit der 
Oberflächen aufgrund der Beweglichkeit der Peptidmicroarrayoberfläche, 
bedingt durch das Kugelgelenk. Zudem sind Überträge eines ganzen Ob-
jektträgers wegen der Einspannung des Zielträgers nicht möglich. 
5.5.2 Maschine 2: laterale Positionierung 
Entwicklung eines Sauggreifers für die Handhabung der Oberflächen 
Die bisherigen Konzepte zum Ausgleich von Unebenheiten ermöglichen 
aufgrund der Freiheitsgrade keine zuverlässige laterale Positionierung der 
beiden Träger zueinander. Wie in Abbildung 5.3d gezeigt besteht eine wei-
tere Möglichkeit in der Lagerung beider Träger mittels eines Feder-
Dämpfer-Systems. Dieses Konzept, in Kombination mit einer Kalibrierung 
der Planparallelität über zwei Kalibrierträger, führt zu einer ausreichenden 
Planparallelität der Oberflächen beim Anpressen. Das Feder-Dämpfer-
System wird mit der Handhabungseinheit der Objektträger zu einem kom-
pakten Modul kombiniert. Ausgehend von einer Recherche des Standes der 




Abbildung 5.10 Eigenentwicklung des Sauggreifers. a) Unterer Vakuumhalter, b) Vaku-
umhalter mit Aussparung zur Positionierung. Der Glasobjektträger (A) liegt auf einer 
PDMS-Dichtung auf und kann über Positionsstifte oder Anschläge (B) mechanisch vor-
positioniert werden. Das Vakuum wird über eine Bohrung (C) angelegt. Über Passstifte 
und Bohrungen (D) wird der Halter an die Anlage montiert. 
Dieser besteht aus einem Grundkörper, wahlweise aus Polymethylmetac-
rylat (PMMA) oder aus PTFE (bei Anforderungen an chemische Resistenz), 
mit gefrästen Nuten und einem Anschluss für die Vakuumpumpe (siehe 
Abbildung 5.10). Über Positionierstifte kann der Träger mechanisch vorpo-
sitioniert werden. Die Dichtung, auf der der Träger liegt, ist aus PDMS ge-
gossen und ermöglicht es durch ihre optimierte Geometrie, den Sauggrei-
fer in Puffer einzusetzen, ohne Verlust der Saugkraft oder das Absaugen 
des Puffers. 
Aufgrund der optimierten Dicke und den elastischen Materialeigenschaften 
der PDMS-Dichtung konnte eine Planparallelität über die Anpresskraft er-
reicht werden. 
Positioniermodul für das Ausrichten der Oberflächen 
Aufgrund der in Kapitel 5.4.3 dargestellten Möglichkeiten wurde in der 
Arbeit eine Optik entwickelt, die seitlich zwischen die Träger verfahren wird 
und über die beide Träger gleichzeitig betrachtet und ausgerichtet werden 
können.  
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Abbildung 5.11 Positionierung mit einem Knife-Edge-Prisma der Maschine 2 Mit der 
Kamera (A) lassen sich über das Prisma (B) Markierungen (C) auf den beiden Oberflä-
chen aufnehmen, die im Vakuumhalter montiert sind. Das Prisma ist über einen Pris-
mentisch (E) justierbar. Das Positioniermodul wird zum Positionieren manuell zwischen 
die beiden eingespannten Träger über einer Linearführung (F) bewegt. 
Das Knife-Edge-Right-Angle-Prisma MRAK25-E02 (Thorlabs GmbH, Dachau) 
wird auf dem Prismentisch K6XS (Thorlabs GmbH, Dachau) montiert, der in 
6 Achsen justierbar ist. Wie in Abbildung 5.11 gezeigt lassen sich mit der 10 
MP-Kamera UI-5490-SE (IDS Imaging Development Systems GmbH, 
Obersulm) über das Prisma Markierungen auf dem oberen und unteren 
Träger gleichzeitig betrachten. Der untere Träger wird dann so lange ver-
fahren, bis die Marken den gleichen Abstand zur Prismenkante aufweisen. 
Zudem ist die ganze Breite des Trägers sichtbar, sodass jeweils zwei Mar-
kierungen verglichen werden können. Ein aufwendiges Verfahren der Sub-
strate in das Sichtfeld der beiden Kameras entfällt. Dies macht die Methode 
robuster und zuverlässiger. 
Integration der Module zu einer Anlage  
Nach der eingehenden Untersuchung der Wirkmechanismen der grundle-
genden Komponenten des Übertrags werden diese nun zu einem Gesamt-
Gestaltmodellierung 
83 
system zusammengesetzt. Die Maschine besteht aus der 4-dimensionalen 
Verfahreinheit, einem integrierten Mikroskop, den Vakuumgreifern und der 
pneumatischen Achse. Diese Komponenten werden im Folgenden genauer 
beschrieben. 
Die 4-dimensionale Verfahreinheit (vergleiche Punkt A in Abbildung 5.12) 
besteht aus den zwei Lineartischen M-414, dem Hubtisch M-501 und dem 
Rotationstisch M-060 (Physik Instrumente (PI) GmbH & Co. KG., Karlsruhe). 
Die pneumatische Linearachse MXQ-12 (SMC Pneumatik GmbH, Egelsbach) 
besteht aus einem Zylinder mit integrierter Linear-Kugelumlaufführung und 
Schlitten und ermöglicht aufgrund der hohen Führungsgenauigkeit eine 
präzise Handhabung des eingespannten Peptidmicroarrays. 
 
Abbildung 5.12 Maschine 2 zur Positionierung und Abformung von Peptidarrays. Mit der 
4-Achs-Verfahreinheit (A) wird der Zielträger, eingespannt in den Vakuumhalter mit 
Wanne (B), gegenüber dem Peptidarray ausgerichtet, der auf der pneumatischen Linea-
reinheit (C) montiert ist. Mit dem eingebauten Mikroskop (D) können die Proben begut-
achtet werden. Die Automatisierung erfolgt mit LabVIEW über eine Motor- und Relais-
karte (E), die einen Ventilblock (F) ansteuert.  
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Für die direkte Inspektion der Versuchsergebnisse wurde ein selbst entwi-
ckeltes Mikroskop in die Anlage integriert. Dieses besteht aus der 2-MP-
Kamera UI-1250LE-C-HQ (IDS Imaging Development Systems GmbH, 
Obersulm), einem Strahlteiler, mit dem das Licht einer Weißlicht-LED in den 
Strahlengang eingekoppelt wird, einer asphärischen Linse und dem Olym-
pus-„Plan Fluorite“-Mikroskop-Objektiv. Die Kalibrierung des Systems 
ergibt ein Verhältnis von Pixel zu Mikrometer von 1,04 mit einem Blickfeld 
von ca. 1,6 × 1,2 mm. Somit lassen sich alle fertigungsrelevanten Strukturen 
untersuchen. 
Für die Prozessdurchführung wurde eine LabVIEW-Ansteuerung geschrie-
ben. Diese steuert über eine Relaiskarte die pneumatischen Achsen und die 
beiden Vakuumgreifer und beinhaltet zudem die beiden Videobilder des 
Positioniermoduls und des Mikroskops. Die Motoransteuerung wurde 
ebenfalls über LabVIEW mit entsprechenden PCI-Treiberkarten realisiert. 
Damit ist eine vollständige Automatisierung des Prozesses möglich. 
Prozessbeschreibung der Positionierung 
Positionierung durch Positionsstifte: In einigen Fällen besitzen die Oberflä-
chen für den Übertrag die gleiche Geometrie. Dann ist eine Positionierung 
der Kanten der Träger über drei Positionsstifte möglich. Bei der Aufreini-
gung eines Peptidmicroarrays ist die Zieloberfläche beispielsweise ein funk-
tionalisierter Glasobjektträger gleicher Geometrie. Wichtig bei dieser Art 
der Positionierung ist die Kenntnis der Position der Spots des Peptidarrays 
relativ zu den Kanten des Glasobjektträgers. Mit diesem Wissen kann dann 
ein präziser Übertrag erfolgen. Dabei erfolgt die Positionierung über drei 
Teilschritte. Der Array wird mit der funktionalisierten Oberfläche auf einen 
Rahmen gelegt, damit die abgespaltenen Peptide nicht direkt auf der 
PDMS-Dichtung des Vakuumhalters liegen. Der Rahmen liegt auf dem unte-
ren Vakuumhalter auf und der Array lässt sich über die Stifte lateral positi-
onieren. Dann wird er mit dem 4-Achs-System zum oberen Vakuumhalter 
gefahren und darin eingespannt. Danach wird der Rahmen entnommen 
und der Zielträger über die Anschläge positioniert. Der Träger wird zur 
Abformposition verfahren und die Oberflächen werden aufeinanderge-
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presst, sodass ein Übertrag des Peptidmicroarrays stattfindet. Mit diesem 
Vorgehen lassen sich nacheinander sowohl die Zieloberfläche als auch der 
Glasträger mit dem Peptidarray mit den gleichen Positionsstiften ausrich-
ten. Das erhöht die Positioniergenauigkeit des Prozesses. Die entscheiden-
den Einflussgrößen sind dann das manuelle Einlegen und Positionieren der 
Träger und die Wiederholgenauigkeit der Linearachsen. 
Positionierung mit dem Prismen-Ansatz: Besitzen die Komponenten eine 
unterschiedliche Geometrie, beispielsweise beim Übertrag eines Peptid-
microarrays auf einen CMOS-Screening-Chip, dann erweist sich die Positio-
nierung über die Kanten der Oberflächen als schwierig. Daher wird für die-
sen Fall das auf einem Knife-Edge-Prisma basierende Modul genutzt. Das 
Prisma wird zwischen die beiden eingespannten Träger gefahren, sodass 
Markierungen, die auf den beiden Oberflächen aufgebracht sind, mit der 
Kamera detektiert werden können (vergleiche Abbildung 5.13).  
 
Abbildung 5.13 Positionierung zweier Oberflächen mit dem Prismen-Ansatz.  Über das 
Knife-Edge-Prisma lassen sich mit der Kamera beide Oberflächen gleichzeitig betrach-
ten. Für die Positionierung wird der Zielträger verfahren, bis der vertikale und horizon-
tale Abstand der Markierungen und der Winkel zur Prismenkante mit denen des Pep-
tidarrays übereinstimmen. 
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Die Zieloberfläche wird dann so lange verfahren, bis die Markierungen 
bezüglich der Prismenkante gleich ausgerichtet sind. Dann wird das Prisma 
aus dem Aufbau gefahren und der Transfer findet statt.  
Da das Kamerabild über das Prisma abgelenkt wird, ist die Entfernung der 
Markierung zum Prisma entscheidend. Die Größe der Markierung verän-
dert sich mit dem Abstand zum Prisma. Daher wurde über eine Kalibrierung 
der Abstand des Peptidmicroarrays und der Zieloberfläche zum Prisma 
justiert. 
5.5.3 Maschine 3: positionsgesteuerter Übertrag 
In Abbildung 5.14 ist die Maschine für den positionsgesteuerten Übertrag 
dargestellt. Diese wurde in Zusammenarbeit mit Levkin entwickelt. Im Ge-
gensatz zu der oben beschriebenen Maschine 2 wird diese Anlage manuell 
betrieben. Eine vollautomatisierte Version ist zurzeit nicht zweckmäßig, da 
die in dieser Anlage verwendeten DropletMicroarrays aus Tropfen mit 
1 mm Durchmesser geringe Anforderungen hinsichtlich der Positionier-
genauigkeit stellen.  
Der Übertrag findet in einer feuchten Atmosphäre mit einer relativen Luft-
feuchte von 90 % statt. Diese wird durch einen Luftbefeuchter (vergleiche 
Punkt A in Abbildung 5.14) erzeugt. Dieser steht zusammen mit der Anlage 
in einer dichten Box aus PMMA. Der zu übertragende Peptidmiroarray wird 
in den oberen Vakuumhalter (B) eingespannt. Dieser lässt sich vertikal über 
einen Lineartisch verstellen. Die Zieloberfläche wird in den unteren Vaku-
umhalterung (C) eingespannt und lässt sich mithilfe eines manuellen 
x,y-Lineartischs und des verbauten Theta-Phi-Goniometers TP 65-W30-
W40 (Owis GmbH, Staufen) gegenüber dem Peptidmicroarray ausrichten. 
Vor dem Übertrag werden die Oberflächen planparallel ausgerichtet, damit 
ein Übertrag in alle Tropfen ermöglicht wird. Dies wird durch das Goniome-





Abbildung 5.14 Maschine 3 für den positionsgesteuerten Übertrag. Der Luftbefeuchter 
(A) sorgt für eine geeignete Transferumgebung. Der Array wird in den Vakuumhalter (B) 
eingespannt, der Zielträger wird in den unteren Halter (C) eingespannt und mit Gonio-
meter (D) planparallel ausgerichtet. Die Positionierung für den Übertrag erfolgt über 
einen Lineartisch (E) und wird mit einer Kamera (F) überwacht.  
Mit einem Kamerasystem, bestehend aus der Kamera UI-1250LE-C-HQ (IDS 
Imaging Development Systems GmbH, Obersulm) und einem Objektiv, 
werden die beiden Oberflächen so zueinander positioniert, dass sich die 
Arrays überlappen.  
Für die laterale Positionierung ist eine mittige Aussparung in den Vakuum-
halter eingebracht, sodass die Markierungen auf dem Peptidmicroarray 
und der Zieloberfläche durch den Peptidmicroarray hindurch erkennbar 
sind. Über eine zweite Kamera mit einem telezentrischen Objektiv lässt sich 
der Abstand der Oberflächen zueinander präzise einstellen.  
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Abbildung 5.15 Frontansicht für die vertikale Positionierung des Peptidarrays und des 
DropletMicroarrays. Der Peptidarray wird so positioniert, dass die Oberfläche die Trop-
fen berührt und der Übertrag durch Diffusion stattfindet. 
Der Übertrag erfolgt über eine vertikale Positionierung der beiden Oberflä-
chen (Abbildung 5.15), bis sich Tropfen und Oberfläche des Peptid-
microarrays berühren und eine Diffusion der Peptide in die Flüssigkeit 
stattfinden kann. Der Abstand ist dabei von der Höhe der Tropfen abhän-
gig: Ist er zu groß, berühren die Tropfen die Molekülarrayoberfläche nicht; 
ist er zu klein, werden die Tropfen gepresst und es kann zur Kontamination 
zwischen den Tropfen kommen. 
5.6 Methoden 
Die für die Charakterisierung wichtigen Parameter der Prozesse sind in 
diesem Kapitel genauer beschrieben. 
5.6.1 Druckmessfolie 
Für die Bestimmung des Anpressdrucks der beiden Oberflächen wird die 
Prescale-Druckmessfolie LLLW (FUJIFILM Europe GmbH, Düsseldorf) ver-
wendet. Diese besteht aus einem Färbematerial und einem Farbentwickler, 
die abhängig von der Belastung zu einem unterschiedlich starken Einfärben 
der Folie führen. Über eine Referenzmessung kann die Größe der Belastung 
abgeschätzt werden. Die laterale Auflösung der Folie beträgt 0,1 mm, die 
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herstellungsbedingteren Schwankungen der Schichtdicke liegen bei ± 5 µm. 
Die Ergebnisse der Messung wurden dann in einem Scanner digitalisiert. 
5.6.2 Laterale Positioniergenauigkeit der kraftgesteuerten Anlage 
In diesem Abschnitt wird beschrieben, wie die Experimente zur Bestim-
mung der lateralen Positioniergenauigkeit für Maschine 2 (siehe Abbildung 
5.12) validiert wurden.  
Eine intuitive Methode bestand in der Verwendung von Micro-Contact-
Printing. Dabei wurde ausgehend von einem mikrostrukturierten Nickel-
formeinsatz ein Stempel aus PDMS gegossen. Dieser wurde in die obere 
Halterung der Peptidarrayabformanlage eingespannt und mit farbiger Tinte 
benetzt. Dann wurde entsprechend dem nachzubildenden Prozess ein 
Muster auf den Zielträger abgestempelt. Durch die Verwendung unter-
schiedlich gefärbter Tinten konnte so die Positioniergenauigkeit für einen 
zweimaligen Übertrag auf denselben Zielträger ermittelt werden.  
Vorteile bei dieser Methode bestehen in der realistischen Nachbildung des 
zu untersuchenden Prozesses. Nachteilig ist die geringe Reproduzierbar-
keit, da sich der flexible PDMS-Stempel unter Belastung verformen kann 
und zu unterschiedlichen Ergebnissen bei gleichem Versuchsaufbau führt. 
Eine weitere Möglichkeit zur Untersuchung der Positioniergenauigkeit ist 
die Verwendung des eingebauten Mikroskops, mit der man Markierungen 
auf dem Substrat aufnimmt. Über eine Verschiebung des Musters lässt sich 
dann die Messabweichung der Positionierung bestimmen. Bei den Markie-
rungen handelt es sich um direkt im Glas eingebrachte Muster, die sich 
durch eine exakte Geometrie und die Chemikalienresistenz auszeichnen. 
Die Markierungen werden entweder über einen Laserablationsprozess 
oder über einen Trockenätzschritt hergestellt und umfassen mehrere Mus-
ter in unterschiedlicher Größe. 
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5.6.3 Genauigkeit der positionsgesteuerten Anlage 
Für die Bestimmung der vertikalen Position bei der Maschine 3 (siehe Ab-
bildung 5.14) muss die Höhe der Tropfen gemessen werden, um den Spalt 
genau einzustellen. Diese Messung des Abstandes der beiden Oberflächen 
erfolgt mit einer Kamera und einem 0,28 -fach hochauflösenden telezentri-
schen Objektiv. Die Messung erfolgt nach einer Kalibrierung der Kamera 
durch ein fotolithografisches Kalibrierset, dabei entspricht 1 Pixel des Bildes 
2,6 µm. Die Auswertung der Kamerabilder geschieht über einen Kantende-
tektionsalgorithmus und eine Bestimmung der Höhe im Bildverarbeitungs-
programm ImageJ [58].  
Für die Validierung des Konzeptes des positionsgesteuerten Transfers wur-
de anstatt eines Peptidmicroarrays ein Referenzsystem verwendet, mit 
dem die Machbarkeitsstudie durchgeführt werden konnte. Dieses bestand 
aus einem Array mit dem Farbstoff Rhodamin, der mit dem sciFLEXARRA-
YER-Ultra-Low-Volume-Dispenser (Scienon AG, Dortmund) auf ein Substrat 
gespottet wurde.  
Als Oberflächen für das Substrat wurden dabei zwei unterschiedliche Mate-
rialien verwendet: Glas und ein DropletMicroarray. Von diesen beiden 
Oberflächen wurde dann der Rhodamin-Farbstoff in die Tropfen (aus destil-
liertem Wasser) eines Ziel-DropletMicroarray übertragen. 
5.7 Ergebnisse  
5.7.1 Homogenität der Anpresskraft 
Für die Messung der Druckverteilung der Oberfläche wurde die Homogeni-
tät mittels Fujifilm-Prescale-Druckmessfolie abgeschätzt. Dabei wurden 
Maschine 1 (vergleiche Kapitel 5.5.1) und Maschine 2 (Kapitel 5.5.2) vali-
diert. Neben der Methode zum planparallelen Ausrichten der Oberflächen 
ist der Kraftfluss von entscheidender Bedeutung. Daher wurden zwei Vaku-
umhalter miteinander verglichen, bei denen die Auflagefläche des Glasob-
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Abbildung 5.16 Vergleich der Auflagefläche der Halterung des Objektträgers. 
Der Vorteil bei einer kleinen Auflagefläche besteht in der Sichtbarkeit der 
für die Positionierung benötigten Markierungen auf dem Glasobjektträger 
von oben im Durchlicht. 
Bei Maschine 1 wird die Planparallelität durch das Kugelgelenk passiv ein-
gestellt. Daher erwartet man eine gleichmäßige Verteilung der Anpress-
kraft (220 N). Diese Verteilung ist in Abbildung 5.17 dargestellt. Dabei wur-
de der Anpressversuch dreifach wiederholt. Bei Abbildung 5.17a - c wurde 
ein 50 mm langer Halter verwendet (die Fläche des Halters ist durch eine 
gestrichelte Linie gekennzeichnet), in Abbildung 5.17d - e wurde der Glas-
objektträger komplett eingespannt.  
 
Abbildung 5.17 Verteilung des Anpressdrucks bei Maschine 1. a) - c) zeigen die Druck-
verteilung bei dem Vakuumhalter mit einer Fläche von 50 mm × 26 mm. Ein vollflächi-
ger Kontakt der Glasträger konnte nicht erreicht werden. In d) - f) wurde ein Vakuum-
halter mit einer Fläche von 80 mm × 26 mm verwendet. Beide Träger kommen mit ihrer 
gesamten Fläche in Kontakt. 
Transfer von Peptidmicroarrays 
92 
Bei dem Versuch mit der kleineren Auflagefläche ist die Homogenität über 
die ganze Fläche des Glasobjektträgers nicht gegeben. Der Anpressdruck ist 
nur im Bereich der eingespannten Fläche sichtbar. Dies ist dadurch bedingt, 
dass sich das Glas beim Anpressen verformt und die nicht eingespannten 
Teile der Oberfläche nicht in Kontakt kommen. Daher betrug der Anpress-
druck für die Fläche von 50 mm × 26 mm einen Wert von. 0,17 N/mm2 Da-
mit lässt sich auch das höhere Farbsignal erklären.  
Abbildung 5.17d - e zeigt, dass die Oberfläche im Gegensatz zum kleineren 
Vakuumhalter homogen angepresst wird. Da die Kanten der Oberflächen in 
Abbildung 5.17f nicht parallel ausgerichtet werden konnten, ist die Form 
der Farbmarkierung nicht rechteckig. Für die Fläche eines Glasobjektträgers 
beträgt der Anpressdruck 0,11 N/mm2. 
Bei Maschine 2 wird die Planparallelität durch das elastische Polymer der 
Vakuumhalterungen passiv eingestellt. Dies ermöglicht eine Positionierung 
der Oberflächen, jedoch erwartet man eine geringere Planparallelität im 
Vergleich zu Maschine 1.  
 
Abbildung 5.18 Verteilung der Anpresskraft für Maschine 2. Ein vollflächiger Kontakt mit 
ausreichend homogener Druckverteilung wurde erreicht. 
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Die in Maschine 2 verwendete pneumatische Achse liefert eine Anpress-
kraft von 136 N. Unter Berücksichtigung der Fläche eines Glasobjektträgers 
entspricht das einem Druck von 0,07 N/mm2. Der Versuch wurde erneut 
dreimal wiederholt. Wie in Abbildung 5.18a - c dargestellt ist die Homoge-
nität der Anpresskraft im Gegensatz zu der von Maschine 1 geringer. Wei-
tergehende Versuche haben jedoch gezeigt, dass die Homogenität der 
Maschine 2 in einem tolerierbaren Bereich liegen, sodass vollflächige Über-
träge von Peptidarrays möglich sind (siehe Kapitel 5.7.4). 
5.7.2 Genauigkeit bei der Verwendung von Positionierstiften 
Die Positioniergenauigkeit (diese ist in der vorliegenden Arbeit definiert als 
der Mittelwert der Messungen) wurde bei der Verwendung von Substraten 
gleicher Geometrie mit zwei Verfahren bestimmt (vergleiche Kapitel 5.6.3). 
Zuerst wurden die Markierungen auf dem Träger vor und nach dem Pro-
zess durch das eingebaute Mikroskop miteinander verglichen und die rela-
tive Verschiebung bestimmt. Alternativ wurde durch einen zweimaligen 
Übertrag unterschiedlicher Tinten die Positioniergenauigkeit auf denselben 
Zielträger ermittelt (siehe Abbildung 5.19). Die Positionierungenauigkeit 
beim Prozess setzt sich aus verschiedenen Komponenten zusammen: der 
Messabweichung beim manuellen Einlegen der Träger, der Messabwei-
chung der Linearachsen und der Messabweichung des Messverfahrens. 
Diese Komponenten wurden dann über das in Abbildung 5.19a gezeigte 
Verfahren ermittelt. Die Messabweichung beim Einlegen eines Trägers per 
Hand mittels Positionierstiften ergab eine Messabweichung von 
19 µm ± 5 µm. Die Messabweichung beim Verfahren der Achsen lag unter-
halb von 1 µm und war mit dem in den Aufbau integrierten Mikroskop 
nicht mehr messbar. Laut Datenblatt liegt die unidirektionale Wiederholge-
nauigkeit der geregelten Achsen bei 0,5 µm. Eine Ermittlung einer Mess-
abweichung bei Erschütterungen der Maschine war nicht möglich, da die 
Kamera nicht vollständig von der Störung entkoppelt werden konnte. Die 
gemessene Messabweichung, bestehend aus Verschiebung der Markierung 
und Änderung der Kameraposition, wird auf ca. 32 µm abgeschätzt.  
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Abbildung 5.19 Bestimmung der Positioniergenauigkeit. a) Mit dem eingebauten Mikro-
skop wurde die Verschiebung von Markierungen vor und nach dem Prozess überlagert. 
Die Positioniergenauigkeit wurde über die Verschiebung der Mittelpunkte bestimmt. b) 
Mit einem Stempel wurden zwei Tinten auf den gleichen Träger übertragen und die 
gedruckten Muster mit einem Mikroskop vermessen. 
Mit der Methode der verschiedenen Farbstempel (siehe Abbildung 5.19b) 
konnte nur die Positioniergenauigkeit des kompletten Übertragprozesses 
auf bis zu 50 µm bestimmt werden. Obwohl dieses Experiment den Prozess 
gut abbildet und realistisch ist, war die Abweichung der Messungen mit bis 
zu 200 µm relativ groß, bedingt durch die Verformung des Stempels und 
die unregelmäßige Benetzung mit Farbstoff. Durch weitergehende Experi-
mente und Optimierungen könnte die Messmethode robuster werden. 
Dies stand jedoch nicht im Fokus der Arbeit. Daher wurde die Messabwei-
chung unter Verwendung von Markierungen auf dem Glas (siehe Abbildung 
5.19a) zu 37 µm ± 10 µm bestimmt. 
5.7.3 Positioniergenauigkeit beim Prismenansatz 
Für die Positionierung von Substraten mit unterschiedlicher Geometrie 
wurde der Prismenansatz gewählt. Muster werden dabei zur Prismenkante 
ausgerichtet. Nach dem Übereinanderlegen der beiden Substrate wird die 
Verschiebung der Muster gemessen. 
Abbildung 5.20 zeigt eine Mikroskop-Aufnahme von zwei Objektträgern mit 
denselben Strukturen, die übereinander positioniert wurden. Dabei wurde 




Abbildung 5.20 Mikroskopaufnahme von Mustern zweier übereinander positionierter 
Objektträger  zur Bestimmung des Positionier-Messabweichung. 
Der Abstand der Markierungen gibt daher Aufschluss über die Positionier-
genauigkeit. Bezüglich der lateralen Genauigkeit konnten ein Versatz der 
Muster von 30 µm und ein vertikaler Versatz von 24 µm erzielt werden. Die 
Reproduzierbarkeit der Methode muss noch weiter verbessert werden, die 
Standardabweichung des Versatzes in horizontaler Richtung liegt bei 48 µm 
und in vertikaler Richtung bei 18 µm. Über eine präzisere Justage des Pris-
mas zu den beiden Oberflächen oder eine höhere Vergrößerung des Objek-
tives könnte eine genauere Positionierung erreicht werden. Für die in der 
Arbeit verwendeten Peptidmicroarrays mit einer Spotgröße von 400 µm × 
200 µm liegt die erzielte Genauigkeit von 30 µm × 24 µm in einem Bereich, 
der den Anforderungen sehr nahekommt. 
5.7.4 Vollflächiger Übertrag eines Peptidmicroarrays 
Der Übertrag eines Peptidmicroarrays mit Maschine 2 (vergleiche 5.5.2) ist 
in Abbildung 5.21 gezeigt. In dem Versuch wurden die Peptide des Arrays 
biotinylisiert und mit Ammoniak abgespalten. Der Übertrag mit der entwi-
ckelten Anlage auf den angepressten Glasobjektträger, der mit Streptavidin 
funktionalisiert wurde, findet in PBS-Puffer statt. Da der Übertrag als inter-
disziplinäres Projekt stattfand, sind die chemischen Details in Striffler [55] 
näher erläutert. 
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Abbildung 5.21 Übertrag eines kompletten Peptidarrays:a) auf einen starren Träger, b) 
auf eine COP Folie [55]. 
Die Zieloberflächen wurden nach dem Übertrag mit konjugierten Antikör-
pern nach einem Standardprotokoll gefärbt (Anti-HA DyLight 800, Anti-
FLAG Dylight 680) und anschließend mit einem Odyssey-Scanner der Firma 
Li-Cor ausgelesen. Die Unterschiede des Fluoreszenzsignals in Abbildung 
5.21a, b sind bedingt durch eine ungleichmäßige Funktionalisierung der 
kommerziell erhältlichen Streptavidinträger (PolyAn GmbH, Berlin) und der 
COP-Folien, nicht durch den Übertrag. Der Übertrag war selektiv (aus-
schließlich biotinylisierte Peptide werden übertragen) und die Peptiddichte 
konnte normiert werden, sodass die Spots gleich viele Peptide enthalten. 
Dadurch ist ein Vergleich einzelner Spots möglich, da fertigungsbedingte 
Schwankungen der Peptidkonzentrationen ausgeglichen wurden. [55] 
5.7.5 Positionsgesteuerter Übertrag auf einen DropletMicroarray 
Aufgrund der geringen Volumina der Tropfen verdunsten diese innerhalb 
weniger Minuten bei Umgebungsbedingungen. Daher ist ein Transfer nur 
bei hoher relativer Luftfeuchtigkeit (80 % – 100 % relative Luftfeuchtigkeit) 
möglich. Abhängig von der Höhe der Tropfen ℎ wird der Peptid-
microarray vertikal positioniert. Der Abstand entspricht dann abhängig von 




Abbildung 5.22 Tropfenhöhe von 10 Tropfen des Arrays. 
Die Variation der Höhe der Tropfen (wie in Abbildung 5.22 gezeigt) war 
141 µm ± 19 µm. Dies ist bedingt durch zwei Komponenten: Neben 
fertigungsbedingte Unterschieden durch die Polymerisation der 
superhydrophilen Oberflächen führt auch die Tropfengenerierungs-
methode zu unterschiedlichen Tropfenvolumina. Aufgrund der 
Unterschiede ist vor jedem Übertrag die Messung der Tropfenhöhe ℎ 
erforderlich.  
Für die Validierung der Methode wurde statt eines Peptidmicroarrays ein 
Referenzsystem genutzt, das aus Arrays mit Rhodaminspots besteht. Diese 
sind schneller herzustellen, günstiger und besser nachweisbar. Zudem ist 
die Transferrate der Moleküle auf die Zieloberfläche von Interesse. 
Für den Versuch wurden zwei Ausgangsoberflächen benutzt: ein gereinig-
ter Standardglasobjektträger und die Glasoberfläche eines Droplet-
Microarrays. Beim Trocknen wandern die Farbstoffspots aus dem gedruck-
ten Raster des Arrays und formen ringartige Muster (Abbildung 5.23a). 
Diese Ringe sind als der sogennante Coffee-Ring-Effekt bekannt. Das Wan-
dern ist durch geringe lokale Unterschiede in der Hydrophobizität der Glas-
oberfläche zu erklären. Im Fall der DropletMicroarray-Oberfläche findet 
aufgrund der hydropoben Begrenzung der Spots (Abbildung 5.23b) keine 
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Abbildung 5.23 Mikroskopaufnahmen der Ausgangsoberfläche  (links) und der Zielober-
fläche (rechts dargestellt). a) Auf einen DropletMicroarray wurden drei Farbstoffkon-
zentrationen gedruckt und auf einen DropletMicroarray übertragen. b) Der Rhodamin-
farbstoff wurde auf eine Glasoberfläche gedruckt und auf die DropletMicroarray-
Zieloberfläche übertragen. Beim Trocknen der Tropfen wandern diese aufgrund von 
geringen Unterschieden der Hydrophobizität von der Glasoberfläche und formen einen 
Array mit ungleichmäßiger lateraler Verteilung der Spots. Trotzdem ist ein gleichmäßi-
ger Übertrag möglich. 
Die Konzentration des Farbstoffes wurde in drei Stufen variiert gedruckt. 
Vor dem Übertrag wurden die Farbstoffspots hinsichtlich ihrer Intensität 
vermessen und die Tropfen des Ziel-DropletMicroarrays mit destilliertem 
Wasser hergestellt. Die Transferrate wurde dann über das Fluoreszenzsig-
nal ermittelt. Abbildung 5.24 zeigt das Fluoreszenzsignal des Rhodamin-
Farbstoffes vor und nach dem Übertrag auf den Ziel-DropletMicroarray. 
Aus dem Unterschied der Intensitäten lässt sich die Transferrate bestim-
men. Diese hängt linear mit der Farbstoffkonzentration zusammen und 




Abbildung 5.24 Intensität des Fluoreszenzsignals zur Bestimmung der Transferrate  für 
den Übertrag DropletMicroarray auf DropletMicroarray. 
Der Übertrag von der Glasoberfläche auf den Ziel-DropletMicroarray er-
folgte mit einer höheren Transferrate von 95 % ± 14 %. Die Homogenität 
des Übertrags mit einer Standardabweichung von 10 % ist hoch. 
5.8 Diskussion 
Ziel der Entwicklung war ein Transferprozess, bei dem Peptide im Ar-
rayformat auf funktionalisierte, starre Träger übertragen werden können. 
Basierend auf dieser Aufgabenstellung wurden zwei Konzepte erarbeitet, 
nämlich der kraftgesteuerte und der positionsgesteuerte Übertrag. 
Der kraftgesteuerte Übertrag ermöglicht den Transfer über ein Anpressen 
des Peptidarrays auf die Zieloberfläche. Dabei ist die Homogenität des 
Übertrags sowohl von der Kraft als auch von der Einspannung der Oberflä-
che in dem Vakuumhalter abhängig. Über eine Kalibrierung der Maschinen 
konnte eine gute Homogenität erreicht werden. Ein weiteres Merkmal ist 
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punktgenauen Übertrag der Peptidspots. Dieser erfolgt entweder über 
Positionierstifte oder mit einem Positioniermodul, mit dem Positionier-
genauigkeiten von bis zu 25 µm erreicht wurden.  
Daneben wurde eine Machbarkeitsstudie zum positionsgesteuerten Über-
trag durch einen Transfer von einem Molekülarray auf die sensible Oberflä-
che eines sogenannten Dropletmicroarrays durchgeführt. Im Gegensatz 
zum kraftgesteuerten Übertrag spielt die laterale Positionierung keine ent-
scheidende Rolle, da die Tropfen einen Durchmesser von 1 mm haben. 
Wichtig ist die vertikale Positionierung, damit die Peptide in die Tropfen 
diffundieren können. Obwohl die Höhe der Tropfen stark variierte, konnte 
ein Übertrag gezeigt werden, der mit der hohen Transferrate von bis zu 
95 % und der guten Homogenität von ± 10 % des Übertrags erfolgte.  
Ausgehend von den Versuchen konnten für die beiden Verfahren die pro-
zessrelevanten Einflussgrößen identifiziert werden. Mit den entwickelten 
Prototypen war es möglich, einen reproduzierbaren Transferprozess der 
Peptidarrays zu erreichen. Vor allem die mit der Maschine in [55] durchge-
führte Herstellung von bis zu 20 gleichwertigen Replikaten mit identischer 
Spotdichte eröffnet neue Möglichkeiten. Die Versuche sind nun direkt mit-
einander vergleichbar, da herstellungsspezifische Eigenschaften wegfallen. 
Des Weiteren können die Kosten dramatisch gesenkt werden. Dies ebnet 
den Weg für einen standardmäßigen Einsatz der Arrays in verschiedenen 
Screenings, beispielsweise bei der Suche nach Malaria-Therapeutika oder 
dem Verständnis von Alzheimer. Aufgrund dieser Vorteile wurde die Ma-
schine und das Verfahren zum Patent angemeldet [59]. 
 
 
6 Mikrofluidische Inkubationskammer 
Nach der Entwicklung von Prozessen zur Herstellung und Aufreinigung der 
ultra-hochdichten Peptidarrays können auf dieser Grundlage Assays entwi-
ckelt werden. In diesem Abschnitt ist die Entwicklung einer mikrofluidi-
schen Inkubationskammer beschrieben, mit der die Inkubation der Arrays 
mit Antikörpern oder Seren eines Patienten und eine gleichzeitige Auswer-
tung der Bindung geschieht. Dies ist ein typisches Anwendungsbeispiel im 
Bereich der Immunassays. Unter diesem Begriff wird eine Reihe von expe-
rimentellen Methoden zusammengefasst, die auf der spezifischen Reaktion 
eines Antigens mit mindestens einem Antikörper beruhen. Die in dieser 
Arbeit genutzten Peptidmicroarrays gehören zu den Festphasen-
Immunassays, bei denen das Antigen auf einem festen Träger immobilisiert 
ist (siehe Abbildung 6.1). Dies ermöglicht eine bessere Abtrennung nicht-
gebundener Antikörper [60] durch den Waschschritt, hat aber zum Nach-
teil, dass die Zugänglichkeit des Antigens für den Antikörper eingeschränkt 
sein kann [61]:  
 
Abbildung 6.1 Bindung von Antikörpern an einen Peptidmicroarray.  Der Prozess lässt 
sich in die Diffusion zur Oberfläche und einen anschließenden Bindungsmechanismus 
unterteilen.   kennzeichnet die Konzentration des Antikörpers in der Lösung, ! die 
Konzentration an der Oberfläche und " die Fläche des Spots des Peptidmicroarrays. 
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Aufgrund der Immobilisierung des Antigens/Peptids auf der Oberfläche 
kann dadurch die Antikörperbindung beeinträchtigt werden. Die Nach-
weismethoden für die verwendete Art von Immunassays sind vielfältig. Für 
den Einsatz können fluoreszenzbasierte Verfahren genutzt werden, dabei 
ist der Antikörper direkt mit einem Farbstoff markiert oder der gebundene 
Antikörper kann über einen markierten Zweitantikörper nachgewiesen 
werden [62]. Neben fluoreszenzmarkierten Antikörpern können auch mar-
kierungsfreie Detektionsverfahren eingesetzt werden [63], beispielsweise 
die Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie [64] oder die reflektro-
metrische Interferenzspektroskopie [65].  
6.1 Theorie 
6.1.1 Reaktionskinetik 
Für die Bindung von Antikörpern sind verschiedene Parameter entschei-
dend: die Reaktionskinetik, das Reaktionsvolumen bzw. die Reaktionsober-
fläche des Peptidspots auf dem Mikroarray (je kleiner, desto kürzer die 
Inkubationszeit) und die Konzentration der Antikörper an der Oberfläche 
[66]. Der Bindungsmechanismus des Analyten lässt sich in drei Teile glie-
dern: der Massentransport des Antikörpers zur Oberfläche über Konvekti-
on, dann die Diffusion des Antikörpers (siehe Abbildung 6.1) und der darauf 
folgende Bindungsprozess an das Antigen (Peptid), der sich im Bereich 
mehrerer Angström abspielt [67].  







Dabei bezeichnet  die Anzahl der Moleküle, % die Diffusionskonstante des 
Mediums,  die Konzentration des Antikörpers und " die Fläche des Spots 
des Mikroarrays. Nach dem Transport in die Reaktionsumgebung (Abstand 
zum Peptid von 10 – 100 Å [66]) kann eine Bindung des Antikörpers mit 
dem Antigen stattfindet. Diese beruht auf Van-der-Waals-Kräften, elektro-
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statischen Kräften und hydrophoben Wechselwirkungen [60]. Die Bindung 
lässt sich als Gleichgewichtsreaktion zwischen Antikörper [A)] und Antigen [A+] durch das Massenwirkungsgesetz beschreiben, und zwar mit den in 
Wild [68] beschriebenen Annahmen: 
 [A+] +	 [A)] 	
-.	/0
-123	
	[A+ − A)] 
6.2 
Dabei bezeichnet [A+ − A)] den Komplex aus Antigen und Antikörper, k5 
den Assoziationskoeffizienten und k6 den Dissoziationskoeffizienten. Aus 
diesem Zusammenhang lässt sich die sogenannte Affinitätskonstante K89 
bestimmen [68]: 
 K89 = k5k6 =
[A+ − A)][A+][A)]  6.3 
Die Gleichgewichtskonstante K89 steht dabei in direkter Beziehung zu der 
freien Energie ∆G, der Enthalpie ∆H, der Temperatur T und der Entropie 
∆S des Bindungsereignisses [69]: 
 ∆G = −RTlnK89 = ∆H − T∆S 6.4 
Eine Modellierung des Bindungsprozesses erfolgt in [67], dabei lässt sich 











wobei A($) die Signalintensität darstellt, DF die Stofftransportkonstante 
des Antikörpers und   die Ausgangskonzentration des Analyten. Dieser 
Bindungsprozess kann durch eine dynamische Inkubation, bei der die flüs-
sige Phase in Bewegung ist und somit mittels Vermischung die Konzentrati-
on des Antikörpers homogenisiert wird, stark erhöht werden. Für die 
Durchmischung werden verschiedene Konzepte vorgeschlagen: Neben dem 
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Rühren der Lösung können auch Mikropartikel oder Cellulose eingesetzt 
werden [66]. Eine weitere in der Proteomik weit verbreitete Möglichkeit 
liegt im Einsatz von mikrofluidischen Systemen [70]. In diesem Fall lässt sich 
die Massetransportkonstante berechnen [71]. 






Dabei ist % die Difussionskonstante,  die Geschwindigkeit des Fluids, ℎ die 
Höhe der Kammer und N die Position der Fläche vom Einlass. Für das bes-
sere Verständnis werden im nächsten Kapitel die theoretischen Grundlagen 
dieser mikrofluidischen Systeme erläutert. 
6.1.2 Mikrofluidik 
Eine Definition des Begriffes Mikrofluidik wird in [72] gegeben: 
„Der Bereich der Mikrofluidik beschäftigt sich mit Transportphäno-
menen in mikroskopischem Maßstab (typischerweise 1 - 500 µm), so-
wie den Komponenten und Techniken, die eingesetzt werden um ein 
Fluid in Bewegung zu setzten und zu kontrollieren.“ 
Kumar, 2010 
Die Verwendung mikrofluidischer Systeme hat mehrere grundsätzliche 
Vorteile. Das für einen Nachweis benötigte Volumen des Analyten ist gerin-
ger als bei herkömmlichen Methoden, beispielsweise Experimenten im 
Petri-Schalen-Format. Ein weiterer Vorteil basiert auf dem erhöhten Ober-
flächen-zu-Volumen-Verhältnis mikrofluidischer Systeme, das eine schnel-
lere Reaktionen mit besseren Reaktionsraten ermöglicht und das somit 
leistungsfähiger ist [73]. Zudem lassen sich mikrofluidische Systeme leicht 
automatisieren. Diese Aspekte sind für eine Vielzahl von verschiedenen 
Anwendungen von Bedeutung. Die Bandbreite reicht von Enzym- und Im-
munassays bis zur DNA-Sequenzierung [74]. 
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6.1.3 Mikrofluidische Grundlagen 
Aufgrund der mikroskopischen Größenverhältnisse unterscheidet sich das 
Verhalten der Strömung von dem im Makroskopischen hinsichtlich der 
dominierenden Kräfte.  
Trägheitskräfte spielen wegen der geringen Masse der Flüssigkeit eine 
untergeordnete Rolle, dafür werden andere Effekte wichtig, beispielsweise 
die Kapillarkräfte- oder elektrokinetische Kräfte. In Squires ist eine ausführ-
liche Beschreibung wichtiger Kenngrößen von mikrofluidischen Systemen 
dargestellt [75]. Neben den Grundgleichungen zu Kräften, Energie- und 
Masseerhaltung kann für eine weitere Charakterisierung der Strömung die 
Reynoldszahl genutzt werden. 
 Re = ρvDVη ≡
Trägheitskraft
Reibungskraft 6.7 
wobei ρ die Dichte, v die Geschwindigkeit und	η die dynamische Viskosität 
des Fluids darstellt. DV ist die charakteristische Länge in der Strömung, 
beispielsweise der Durchmesser des Kanals. Aufgrund der mikroskopischen 
Größenverhältnisse der Kanäle dominiert die Reibungskraft und führt zu 
einer laminaren Strömung, die eine Durchmischung von mehreren Flüssig-
keiten erschwert.  
Für die vollständige Beschreibung der Strömungsverhältnisse ist die Cha-
rakterisierung des Fluides wichtig: Das in der Arbeit genutzte biologische 
System besteht aus Antikörpern in wässriger Lösung und kann in erster 
Näherung als inkompressible Flüssigkeit modelliert werden. Die Lösung hat 
zudem die Eigenschaften eines Newtonschen Mediums. Die Eigenschaften 
(Viskosität, Dichte) können in erster Näherung mit denen von Wasser ap-
proximiert werden. Für Kanäle, deren Höhe viel kleiner als die Breite ist, 
kann die Strömung als Spaltströmung zwischen zwei unendlich ausgedehn-
ten Platten beschrieben werden. Mit den dargestellten Informationen kann 
nun ein Profil für die Entwicklung der Inkubationskammer erfolgen. 
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6.2 Profilfindung  
Das Profil wurde wie folgt definiert: 
Es soll ein technischer Prozess entwickelt werden, der die Inkubation von 
Peptidmicroarrays erlaubt. Für eine gleichmäßige Inkubation soll die Lö-
sung mit dem Reaktanten dynamisch über den Array bewegt werden. Die 
Lösung soll auf einer mikrofluidischen Kammer basieren, die Bindung soll 
optisch und zeitaufgelöst detektiert werden. 
6.3 Stand der Technik 
Für die Entwicklung der mikrofluidischen Inkubationskammer wurde zuerst 
der Stand der Technik im Bereich der Inkubation für Immunassays unter-
sucht. 
Ein gängiges Werkzeug bei der Verwendung von Immunassays sind Mikroti-
terplatten, die in unterschiedlichen Ausführungen (Größe und Form der 
Töpfchen, wahlweise mit verschiedener Funktionalisierung) kommerziell 
erhältlich sind. Zurzeit stellen Mikrotiterplatten die am meisten genutzte 
industrielle Plattform dar (mit kompatiblen Geräten und Software). 
Ein ähnliches Konzept verfolgt der PEPperCHIP-Inkubation-Tray der Firma 
Pepperprint GmbH. Dieser besteht aus Polymerkompartimenten, die auf 
dem Array fixiert werden. Nach dem Pipettieren der Reagenzien in die 
Kompartimente findet die Inkubation der Mikroarrays auf einem Schüttler 
statt.  
Die Mikroarray-Hybridisierungsstation der Firma Tecan basiert auf einer 
mikrofluidischen Kammer, die die Inkubation von Mikroarray-Trägern voll-
automatisch durchführt. Diese besteht aus einer Kammer, in die der Ob-
jektträger eingelegt wird. Die Dichtung erfolgt mit einem umlaufenden 




Wie im Profil definiert ist neben der Inkubation auch die Messung der Bin-
dung des Analyten an die Peptide des Microarrays notwendig. Dafür exis-
tiert eine große Anzahl an Herstellern, die eine markierungsfreie Detektion 
von Immunassays anbieten. Diese kann beispielsweise auf Basis von Ober-
flächenplasmonenresonanzspektroskopie geschehen: Die kommerziellen 
Systeme umfassen unter anderem das Biacore-System (GE Healthcare) und 
die „SPR Navi“-Serie der Firma Bionavis. Die reflektrometrische Interferenz-
spektroskopie als Detektionsprinzip wird unter anderem von Jenoptik (BIAf-
finity) und Biametrics verfolgt. 
6.4 Ideenfindung 
Aus der Definition des Profils und dem Stand der Technik lassen sich ver-
schiedene Lösungsmöglichkeiten ableiten. Bezüglich des Materials und des 
entsprechenden Herstellungsprozesses der Mikrofluidikkammer bestehen 
mehrere Möglichkeiten: 
Glas, Silizium: Über fotolithografische Herstellung einer Maske und einen 
Ätzprozess lassen sich Mikrokanäle herstellen [76]. 
PDMS: PDMS-Kanäle lassen sich über ein entsprechendes Gussverfahren 
herstellen [77]. 
Stahl, Polymer: Diese Materialien lassen sich mikromechanisch verarbeiten 
[78, 79]. 
Neben der Herstellung ist das Dichtungskonzept für die verlustfreie Inkuba-
tion wichtig. Die Dichtigkeit kann über ein Bonden oder das Kleben des 
Arrays auf den Kanal erfolgen [79]. Eine weitere Möglichkeit ist die Ver-
wendung einer Dichtung in Form des Glasobjektträgers.  
Bei der optischen In-Prozess-Detektion des Immunassays können neben 
der Verwendung von Fluoreszenz auch markierungsfreie Verfahren genutzt 
werden. Ein optischer Zugang zum Mikrosystem ist daher notwendig, um 
entsprechende Methoden integrieren zu können.  
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6.5 Prinzipmodellierung  
6.5.1 Anforderungen 
Entsprechend der Definition des Profils werden an die Entwicklung der 
Anlage folgende Anforderungen gestellt. Diese Anforderungen lassen sich 
unterteilen in die beiden Komponenten der Anlage: die mikrofluidische 
Komponente für die Inkubation und den optischen Aufbau zur zeitaufgelös-
ten Detektion der Bindung.  
• Der Fluss des Analyten soll für eine homogene Inkubation möglichst 
konstant (sowohl örtlich als auch zeitlich konstant) erfolgen, mit minima-
lem Verbrauch von Analyten.  
• Eine Entnahme des Arrays muss möglich sein, um die Kompatibilität mit 
einem Fluoreszen-Scanner zu gewährleisten.  
• Die Anlage soll vollautomatisiert betrieben werden. Die Komponenten 
(Pumpe, Ventile, Kamera etc.) sollten über eine Schnittstelle vom PC an-
steuerbar sein.  
• Die Pumpe soll zum einen kontinuierlich arbeiten und der Fluss soll um-
kehrbar sein (für ein alternierendes Pumpen des Analyten über den Trä-
ger), zum anderen soll sie pulsationsfrei sein und der Volumenstrom soll 
präzise einstellbar sein.  
• Für die Aufnahme einer Kinetik ist es notwendig, dass die Optik einen 
Peptidspot mit Durchmesser 100 µm auflöst, bei möglichst großem 
Sichtfeld.  
• Für die Detektion der Bindung mittels Fluoreszenz soll der Aufbau zudem 
kompatibel zu den Standard-Fluoreszenzlichtwellenlängen der Chromo-
phoren (Dylight, Cy3, Cy5) sein. 
6.5.2 Technische Umsetzung 
In diesem Abschnitt wird die technische Umsetzung der oben beschriebe-
nen Anforderungen erläutert. Aufgrund der Anforderungen wurde das in 
Abbildung 6.2 dargestellte Konzept gewählt.  
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Dieses basiert auf der Mic-
Cell-Plattform (GeSiM - 
Gesellschaft für Silizium-
Mikrosysteme mbH, Gros-
serkmannsdorf), wobei die 
funktionsbestimmende 
Komponente, der Kanal, in 
der Arbeit selbst entwickelt 
wurde. Die Herstellung des 
Kanals geschieht über einen 
Abguss eines Masters mit PDMS, der die Geometrie des Kanals vorgibt. 
Während des Gussverfahrens werden die Ein- und Auslässe des Kanals 
durch Blindstopfen freigehalten und können nach dem Auspolymerisieren 
des PDMS entfernt werden. Nach dem Entformen kann der Peptid-
microarray mit dem Kanal montiert werden. Aufgrund der elastischen Ei-
genschaften dient der Kanal gleichzeitig als Dichtung, sodass der Kanal 
nicht gebondet werden muss. Dies erleichtert die Entnahme des Arrays 
nach der Inkubation, beispielsweise für eine Auswertung mit einem Fluo-
reszenscanner. 
Für die Detektion der Bindungsereignisse und das Erreichen eines mög-
lichst rauschfreien Signals ist eine Messung durch eine sich bewegende 
Flüssigkeit keine gute Voraussetzung. Daher wird ein entsprechender De-
tektor auf der Unterseite der Fluidikkammer angebracht, der die Bindung 
an der Grenzfläche von Peptidmicroarray und Flüssigkeit detektiert.  
Die Form des Kanals entspricht der Geometrie des Masters, der abhängig 
von der Fertigung fast beliebig konstruiert werden kann. Somit besteht in 
der Entwicklung des Kanals eine hohe Flexibilität.  
Für eine homogene Inkubation sollte die Strömung des Analyten über den 
Array möglichst gleichmäßig sein, die inkubierte Fläche maximiert und das 
Volumen des Analyten minimiert werden. Mit dem oben beschriebenen 
Konzept sind daher verschiedene Optimierungsparameter zu untersuchen. 
Die Geometrie des Kanals hat einen großen Einfluss auf das Strömungspro-
Abbildung 6.2 Schematische Darstellung der Flusszel-
le für Peptidmicroarrays 
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fil und damit auf das Ergebnis der Inkubation. Ein weiterer Parameter ist 
die Dichtung: Für die Maximierung der Fläche ist eine Minimierung der 
Dichtfläche notwendig, dies kann jedoch zu Leckagen führen. Zudem hat 
die Höhe des Kanals einen direkten Einfluss auf das Volumen, eine zu ge-
ringe Höhe hat jedoch ein Durchbiegen des Kanaldeckels zur Folge. Zudem 
steigt der Reibungsbeiwert des Kanals und eine Erhöhung des Eingangsdru-
ckes kann zu Undichtigkeiten führen. 
Aufgrund der geschilderten Randbedingungen ist von einer Hagen-
Poiseuille-Strömung für nicht kreisförmige Kanalquerschnitte auszugehen. 
Die hyperbolische Geschwindigkeitsverteilung ermöglicht daher keine 
gleichmäßige Inkubation. Daher wurden in Zusammenarbeit mit Huang [80] 
drei Möglichkeiten zur Strömungsmodifikation untersucht.  
Eine Geometrieänderung des Kanals führt zu einer Veränderung der Strö-
mung, dabei ist jedoch die Berücksichtigung der oben beschriebenen Op-
timierungsparameter wichtig. Eine zweite Möglichkeit bietet das Einbrin-
gen von Strömungshindernissen am Ein- und Ausgang des Strömungska-
nals. Als dritte Möglichkeit können zudem die Wände oder der Deckel des 
Kanals mikro- oder nanostrukturiert werden. Diese Strukturierung der 
Oberfläche bewirkt eine Durchmischung des Fluids durch Sekundarströ-
mungen senkrecht zur Flussrichtung [81]. Diese Ideen sind in Abschnitt 6.7 
genauer diskutiert. 
6.6 Gestaltmodellierung 
Nach der Definition der Anforderungen und der Prinzipmodellierung wurde 
die in Abbildung 6.3 gezeigte Anlage konstruiert und aufgebaut.  
Der Aufbau der beschriebenen Komponenten (siehe Abbildung 6.3) und die 
Programmierung per LabVIEW geschah in Zusammenarbeit mit Fischer im 
Zuge einer Diplomarbeit [82].  






Abbildung 6.3 Komponenten der mikrofluidischen Inkubationskammer.Eine Weißlicht-
Quecksilberdampflampe (A) beleuchtet den Mikrokanal (B). Das Licht wird über ein 
Fluoreszenzfilterset (C) gefiltert. Das Eintreten von Streulicht wird durch eine Abde-
ckung (D) verhindert. Über eine Spritzenpumpe (E) und ein Verteilerventil (F) wird der 
Array mit verschiedenen Medien (G) inkubiert. Das reflektierte Signal wird von einer 
Kamera mit Objektiv (H) detektiert.  
Mikrofluidik: Das Kernelement des Systems besteht, wie in Abbildung 6.4 
dargestellt, aus einem gegossenen PDMS-Mikrofluidikkanal, dem Peptid-
microarray sowie einer Deck- und Bodenplatte. Die Deckplatte und der 
PDMS-Kanal sind über eine starke Adhäsionskraft miteinander verbunden 
und werden über vier Schrauben auf den Peptidmicroarray fixiert, der in 
der entsprechenden Aussparung der Basis positioniert ist. Über Federn, die 
zwischen Deckplatte und Bodenplatte gelagert sind, wird die Anpresskraft 
aufgebracht, sodass der Kanal dicht ist und gleichzeitig die Kraft bei der 
Montage vergleichbar ist. Bei inhomogener Anpresskraft kann es zu einer 
Biegung des Kanaldeckels kommen. Die mikrofluididsche Kontaktierung 
erfolgt über Einlässe in der Deckplatte. 
Fluidischer Aufbau 
Spritzenpumpe: Die in der Arbeit verwendete Spritzenpume „NanoPump-
mini“ (Duratec Analysentechnik GmbH, Hockenheim) besitzt zwei 
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austauschbare Spritzen, die 
für einen kontinuierlichen 
und pulsationsfreien Fluss 
aktuiert werden. Sie zeich-
net sich durch eine hohe 
Präzision beim Dosieren aus. 
Dies ist vor allem bei der 
Verwendung von Antikör-
pern, die in geringer Menge 
vorliegen, wichtig. Für diese 
Arbeit wurden 250 µL-
Spritzen der Firma Hamilton 
verwendet. Die damit reali-
sierbaren Flussraten betra-
gen 4200 nl/min – 
1,5 ml/min bei einer Genau-
igkeit von 1,2 %. Die Nano-
Pump-mini ist für den Sys-
temdruck bis 6 bar ausgelegt. 
Verteiler-Ventil: Bei Immunassays kommen verschiedene Puffer und 
Waschlösungen zum Einsatz. Für eine automatisierte Inkubation wurde das 
8/7-Wege-Ventil MVP (Duratec Analysentechnik GmbH, Hockenheim) be-
schafft, das über eine RS–232-Schnittstelle verfügt. 
Optischer Aufbau 
Kamera und Objektiv: Bei der Kamera handelt es sich um eine ProgRes-C5-
Kamera (Jenoptik AG, Jena) und das telezentrische Objektiv 62-933 (Ed-
mund Optics GmbH, Karlsruhe). Die Kamera besitzt einen 2/3"-CCD-Sensor 
mit einer Pixelgröße von 3,4 µm², einer Auflösung von 5 MP und einer 
Farbtiefe von 12 Bit. Das Objektiv ist für die Auflösung der Kamera opti-
miert und hat eine 0,28-ache Vergrößerung. Die Auswahl der Komponen-
ten ermöglicht eine Detektion von Bindungsereignissen bei einer Größe der 
Peptidspots von 120 µm Durchmesser. 
Abbildung 6.4 MicCell-System, bestehend aus einem 
Deckel (A) aus Polycarbonat, dem Fluidikkanal aus 
PDMS (B), auf dem der Peptidmicroarray (C) über 
Schrauben und einen Gegenhalter (D) anpresst und 
somit abdichtet wird. (nach [78]) 
Einlass 
Auslass 
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Anregungslichtquelle: Für den Aufbau wurde die 100-Watt-Weißlicht-
Quecksilberdampflampe BH2-RFL (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) 
mit Kondensor und UV-Filter verwendet. Dies ist eine typische Beleuchtung 
für Mikroskopie.  
Emissionsfilter, dichroitischer Spiegelteiler, Extinktionsfilter: Je nach Anwen-
dung ist der Aufbau mit Filtersets (bestehend aus einem Extinktions- und 
Emissionsfilter und einem dichroitischen Strahlteiler) für Fluorophoren 
verschiedener Wellenlängen kompatibel (Filter Typ  C3 und Dylight 680: 
AHF Analysentechnik AG, Tübingen; Filter Typ  Cy5.5: Edmund Optics 
GmbH, Karlsruhe). 
6.7 Methoden für die Charakterisierung der 
Mikrofluidik und der Optik 
6.7.1 Simulation mit ANSYS-FLUENT 
In der Arbeit wurde ANSYS-FLUENT 14, ein „Computational Fluid Dyna-
mics“(CFD)-Programm für die Modellierung im Bereich der numerischen 
Strömungsmechanik, verwendet, um die Strömung in den verwendeten 
Kanälen zu simulieren. Vor der Durchführung der Simulation wurde eine 
Parameterstudie zur Netzgenerierung durchgeführt, mit der die Anzahl an 
Netzelementen, deren Geometrie und die Anzahl an Iterationen ermittelt 
wurden. Diese bestimmen sowohl den Rechenaufwand der Simulation als 
auch deren Genauigkeit. In der ANSYS-Hilfe gibt es Vorschläge zur Evaluie-
rung der Simulation: Das ANSYS-Gütekriterium, die minimale orthogonale 
Qualität, die die Ausrichtung einer Zelle zu ihrer Nachbarzelle beschreibt, 
sollte über dem Wert 0,01 liegen. Das Längenverhältnis von Breite zu Höhe 
der Zelle sollte nicht größer als 20 werden. Aufgrund der Dimensionen der 
Spaltströmung wurden die Zellenhöhe mit 10 µm und die Breite mit 
200 µm gewählt. Entsprechend der Parameterstudie wurde die Anzahl der 
Iterationen zu 1 · 104, die Residuen zu 1 · 10-8 und das Konvergenzkriterium 
für alle Netze zu 1 ·10-6 m gesetzt. Die Simulation wurde als laminare stati-
onäre Strömung mit Gravitation ausgeführt. Dabei wurden die Materialda-
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ten von Wasser als Medium genutzt, dies ist in erster Näherung für die 
Mischung von Antikörperlösung in PBS-Puffer möglich.  
6.7.2 Messung der Strömung im Kanal 
Für die Visualisierung von Strömungen in Mikrokanälen stehen verschiede-
ne Verfahren zur Verfügung. In der vorliegenden Arbeit werden zwei Me-
thoden verwendet.  
Die sogenannte Micro-Particle-Image-Velocimetry (µPIV) und die Micro-
Astigmatismus-Partikel-Tracking-Velocimetry (µAPTV). Beide Methoden 
nutzen in die Strömung eingebrachte Mikropartikel; diese haben eine Grö-
ße von 0,5 – 5 µm und fluoreszieren. Die Partikel werden in einem kurzen 
zeitlichen Abstand mit einem Laserpuls beleuchtet und ihre Position wird 
optisch detektiert. Während µPIV die Verschiebung der Partikel zwischen 
den aufgenommenen Bildern zueinander berechnet, wird bei µPTV die 
Partikelspur aufgezeichnet. Aus der Verschiebung der Partikel lässt sich 
dann die Bewegungsrichtung und -geschwindigkeit des Fluids ermitteln. 
Aufgrund des großen Messaufwandes werden beide Kanäle nur an ausge-
wählten Stellen vermessen. 
6.7.3 µPIV 
Über die Kreuzkorrelation zweier Bilder, in definiertem Zeitraum aufge-
nommen, kann man die Verschiebung der Partikel in diesem Zeitraum er-
mitteln. Mithilfe einer Kalibrierung der Kamera lässt sich dann die lokale 
Geschwindigkeit der Partikel berechnen. Unter der Annahme, dass der 
Strömungswiderstand der Partikel vernachlässigt werden kann (dies gilt für 
Partikel im einstelligen Mikro- und Nanometerbereich), entspricht die Ge-
schwindigkeit der Partikel der des umgebenden Fluids.  
Die Messungen wurden zusammen mit Huang im Zuge einer Masterarbeit 
durchgeführt [80]. Der Prozess ist im Folgenden beschrieben. Für die Mes-
sung werden zwei Bilder (Doppelframe) der Strömung mit den dispergier-
ten Partikeln in einem definierten zeitlichen Abstand mit einem inversen 
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Mikroskop (IX50, Firma Olympus) aufgenommen. Die verwendeten Partikel 
sind fluoreszierende, monodisperse, carboxyl-funktionalisierte Polysyrol-
Latex-Partikel mit einem Durchmesser von 0,5 µm (Sigma Aldrich, Taufkir-
chen). Der aufgenommene Doppelframe wurde wie folgt vorverarbeitet: 
Nach einer Konvertierung in ein Grauwertbild wurde der statische Hinter-
grund (z. B. an der Wand-Partikel) subtrahiert und eine Filterung durch 
einen Wavelet- oder Bandpassfilter durchgeführt. Anschließend konnten 
die Partikel mittels Kantendetektion identifiziert werden. Die Verschiebung 
wurde dann über eine sogenannte time-average cross-correlation [83] 
kalkuliert.  
Während der Arbeit wurde die Seedingdichte (Partikeldichte im Fluid) op-
timiert und der Größenbereich des Messfensters angepasst. Aufgrund des 
Aufbaus (Beleuchtung und Bildrate der Kamera) lag der messbare Volu-
menstrombereich des Fluids zwischen 2,1 µl/min und 3,6 µl/min. 
6.7.4 μAPTV  
Für die 3-dimensionale Vermessung von Strömungen mit nur einer Kamera 
kann das sogenannte Micro–Astigmatismus-Partikel-Tracking-Velocimetry-
Verfahren verwendet werden. Dabei werden fluoreszierende monodisper-
se Polystyrol-Partikel (Mikropartikel GmbH, Berlin) mit einem Durchmesser 
von 5 µm in die Strömung dispergiert. Die Partikel in dem Kanal werden 
durch Laserlicht von einem Nd:YAG-Litron-Laser (Wellenlänge d = 532 nm) 
im Doppelpuls–Modus beleuchtet. Dabei werden in einem Abstand von 
300 ms zwei Laserpulse abgegeben. Das Fluoreszenzsignal lässt sich dann 
mit einer speziellen Optik und der pco.edge-sCMOS-Kamera (PCO AG, Kel-
heim) aufnehmen. Die Optik beinhaltet unter anderem eine asphärische 
zylindrische Linse, die zwei getrennte Brennebenen erzeugt, wodurch die 
Partikelbilder elliptisch verzerrt erscheinen.  
Die Verzerrung ist abhängig von der z-Position der Partikel im Kanal (siehe 
Abbildung 6.5). Nach einer Kalibrierung des Messsystems mit den Partikeln 















Abbildung 6.5 Messprinzip von µAPTV.  Die Partikelgeometrie ändert sich mit der z-
Position der Partikel im Kanal. Dadurch kann mit einer 2-dimensionalen Aufnahme in 
der Kanalaufsicht die Geschwindigkeit in Abhängigkeit von der Höhenposition der Parti-
kel berechnet werden. 
Sobald die Partikelpositionen in physikalischen Koordinaten bekannt sind, 
kann ihre Geschwindigkeit berechnet werden. Statt der Kreuzkorrelation 
kommt dabei ein Tracking-Algorithmus zum Einsatz.Die Ergebnisse der 
Messungen zu den in diesem Kapitel vorgestellten Methoden sind im 
nächsten Abschnitt dargestellt. 
6.8 Ergebnisse 
6.8.1 Simulation der Strömung im Kanal 
In der Definition der Anforderungen ist neben der Maximierung der inku-
bierten Fläche eine möglichst gleichmäßige Strömung für die Inkubation 
aufgeführt. Diese beiden Anforderungen sind entgegengesetzt und können 
nur als Kompromiss realisiert werden. Für die Auswahl eines geeigneten 
Kanals wurden daher verschiedene Konzepte erarbeitet: Die Geometrie des 
Kanals hat einen entscheidenden Einfluss auf die Strömung. In Bakker [84] 
variieren die Geometrie und die Höhe des Kanals für die Untersuchung der 
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mikrofluidischen Spaltströmung. Des Weiteren kann sowohl durch das 
Einbringen von Säulen oder Mischerstrukturen in den Fluss als auch durch 
eine Nanostrukturierung der Decke oder der Wände die Verteilung des 
Analyten in der Strömung verbessert werden. Für die Auswahl eines geeig-
neten Layouts wurden daher verschiedene Varianten simuliert, unter ande-
rem ein ovaler Kanal und ein sich stetig aufweitender Kanal. Die Simulation 
der Kanäle, die mit den definierten Anforderungen konform sind, werden 
in Abbildung 6.6 dargestellt: Dabei handelt es sich um einen Kanal mit tra-
pezförmigem Einlaufbereich (Abbildung 6.6a), einen Kanal mit rechteckiger 
Geometrie (Abbildung 6.6b), der die inkubierte Fläche maximiert, und ei-
nen Kanal mit einer Säulenstruktur (Abbildung 6.6c). Diese Säulen sollen die 
hohe Einlaufgeschwindigkeit für eine homogene Inkubation verringern, 
nach der Struktur. Die Geschwindigkeitsverteilung am Einlass der Kanäle ist 
in Abbildung 6.6 dargestellt.Aus der Simulation geht hervor, dass sich in 
allen Kanälen ein parabolisches Strömungsprofil entlang der Strömungs-
achse ausbildet. Aufgrund der Spaltströmung flacht jedoch das paraboli-
sche Profil innerhalb weniger Millimeter von der Wand stark ab. Dies führt 
zu geringen Geschwindigkeitsgradienten in diesem Bereich und entspricht 
somit den Anforderungen an die Homogenität der Inkubation. Im Bereich 
des Einlasses und Auslasses kommt es jedoch zu einem großen Geschwin-
digkeitsgradienten, daher sind diese Bereiche für die Inkubation nicht ge-
eignet. 
  
Abbildung 6.6 Simulation der Geschwindigkeitsverteilung am Einlass in der Mitte der 
Kanäle.  Die Geschwindigkeit ist dabei in m/s angegeben. a) zeigt einen Kanal mit drei-
eckigem Geometrie-Einlaufprofil. b) stellt den flächenmaximierten Kanal dar. In den 
abgerundeten Ecken sind die Geschwindigkeiten gering, sodass die Inkubation in diesen 
Bereichen langsamer abläuft. c) zeigt einen Kanal mit Säulenstrukturen. Der Geschwin-
digkeitsgradient am Einlauf wird durch die Säulenstruktur stark verringert. Nach den 
Strukturen stellen sich ähnliche Geschwindigkeitsprofile ein.  
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Eine Verbesserung der Homogenität der Geschwindigkeitsverteilung durch 
das Einbringen von „Wellenbrechern“ bestehend aus Säulenstrukturen 
(Abbildung 6.6c) konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch können Anti-
körper während der Inkubation an den Säulenstrukturen adhärieren und 
den Prozess negativ beeinflussen. Aufgrund der Ergebnisse der Simulation 
wurden Kanal a und Kanal b für die weitere Messung der Geschwindigkeit 
ausgewählt. 
6.8.2 Charakterisierung der Geschwindigkeitsprofile  
Ausgehend von der Simulation der Strömung wurden zwei mikrofluidische 
Kanäle mit unterschiedlicher Geometrie und Fläche ausgesucht und herge-
stellt (Abbildung 6.7). Diese werden im Folgenden miteinander verglichen. 
Die Messung der Geschwindigkeit in den Kanälen mit µPIV ist aufwendig, 
für einen Messpunkt mit einer Fläche 1 mm × 1 mm werden circa 500 Bil-
der aufgenommen.  
 
Abbildung 6.7 Draufsicht der verwendeten Kanäle.  a) Flächenoptimierter Kanal, bei 
dem die rechteckige Geometrie möglichst viel Peptidarrayoberfläche abdeckt. b) Strö-
mungsoptimierter Kanal. Die Geschwindigkeitsverteilung wurde an den Positionen A – F 
und C – F entlang der Koordinate x gemessen. Die Maße sind in mm angegeben. 
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Anstatt den kompletten Kanal zu vermessen, wurden daher mehrere signi-
fikante Punkte A – F in Abbildung 6.7 im Kanal ausgewählt und über die 
halbe Kanalbreite vermessen. Diese Stellen A – F bzw. C – F eignen sich gut 
für die Charakterisierung, da man signifikante Unterschiede im Geschwin-
digkeitsprofil erwartet. 
Flächenoptimierter Kanal  
Für den Flächenoptimierter Kanal wurden an den Positionen A – E Ge-
schwindigkeitsprofile (vergleiche Abbildung 6.7) gemessen. Dabei wurde 
das Geschwindigkeitsprofil senkrecht zur Strömungsrichtung entlang der x-
Koordinate aus Abbildung 6.7, in einer Höhe von 30 µm zum Boden des 
Kanals aufgenommen. 
 
Abbildung 6.8 Geschwindigkeitsverteilung über die halbe Kanalbreite an den Stellen A – 
F  entsprechend Abbildung 6.7a Die hohen Geschwindigkeiten an der Position A, B sind 
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Während an den Positionen C – F für eine Spaltströmung typische ‚Ge-
schwindigkeitsverläufe gemessen wurden, weicht das Ergebnis in der Nähe 
des Auslasses an den Positionen A, B jedoch stark ab. Im Bereich bis 
3,5 mm wurden geringe Geschwindigkeiten gemessen, jedoch erhöht sich 
die Geschwindigkeit in der Mitte des Kanals signifikant. Dies lässt sich durch 
die Geometrie des Kanals erklären. Anhang D zeigt das Geschwindigkeits-
feld für den Flächenoptimierter Kanal. Aufgrund der Übersichtlichkeit wur-
den die Geschwindigkeiten normiert und zeigen die Richtung des Flusses 
auf. In den Ecken des Kanals treten geometriebedingte Wirbel auf. Diese 
haben Einfluss auf das Geschwindigkeitsprofil. Die hohen Geschwindigkei-
ten an Position A in Abbildung 6.8 sind durch eine Strömungsquerschnitts-
reduzierung von der vollen Kanalbreite auf 0,25 mm am Auslass bedingt. 
Strömungsoptimierter Kanal  
Der Geschwindigkeitsverlauf im strömungsoptimierten Kanal ist in Abbil-
dung 6.9 gezeigt.  
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Die Ergebnisse sind im Bereich 0 – 1 mm mit der Theorie und der entspre-
chenden Simulation im Einklang. Deutlich ist das parabolische Profil der 
Strömung in der fluiddynamischen Grenzschicht an der Wand zu erkennen. 
Das Geschwindigkeitsprofil zwischen 0 – 2 mm Abstand von der Wand lässt 
sich mit der Verformung des Deckels und dem dadurch ungleichmäßigen 
Strömungsquerschnitt erklären. In Fischer [82] wurden zu diesem Phäno-
men weitere Versuche durchgeführt: Eine Visualisierung mittels Farbstoff 
bestätigte die gemessenen Geschwindigkeitsprofile. 
Aus den Messungen folgt: Der strömungsoptimierten Kanal weist eine grö-
ßere Homogenität der Geschwindigkeitsverteilung auf und ist für eine ho-
mogene Inkubation besser geeignet. Aufgrund der Strömungsverteilung im 
Flächenoptimierter Kanal ist eine Inkubation mit Antikörpern bei geringer 
Konzentration nicht erfolgversprechend. 
Messungen mit μAPTV  
Um die Ergebnisse für den strömungsoptimierten Kanal zu validieren, wur-
den 3-dimensionale Messungen mit dem μAPTV-Verfahren durchgeführt. 
Diese wurden in Kooperation mit dem Institut für Strömungsmechanik und 
Aerodynamik an der Universität der Bundeswehr München aufgenommen 
(vergleiche Abbildung 6.10). Dabei konnte die Strömungsverteilung im 
Kanalquerschnitt bestätigt werden. Der Verlauf der Geschwindigkeit lässt 
sich mit den µPIV Messung korrelieren.  
Während im Bereich ab 2 mm sich di Messung gut mit der Theorie deckt, 
sind signifikante Unterschiede im Bereich 0 – 2 mm erkennbar. Wie bereits 
in den µPIV Messungen erkennbar, hat auch die mit µAPTV gemessene 
Geschwindigkeitsverteilung an dieser Stelle ein lokales Minimum und steigt 
dann wieder an. Die hohe Geschwindigkeit in der Nähe der Wand (verglei-
che Abbildung 6.10a) ist auf Höhenunterschiede des Deckels im Randbe-
reich zurückzuführen. Aufgrund der Messmethode, die ein 3-dimensionales 
Strömungsfeld liefert, konnte zudem das Geschwindigkeitsfeld entlang der 
z-Achse (vergleiche Abbildung 6.7) bestimmt werden. Dieses zeigt in der 




Abbildung 6.10 Messung der Geschwindigkeitsprofile im Kanal an der Stelle E. a) zeigt 
die Verteilung quer zur Strömungsrichtung entlang des halben Kanalquerschnittes. b) 
stellt die Verteilung der Geschwindigkeit in der Höhe entlang der Strömungsrichtung 
dar. 
Um die Verformung des Deckels im Bereich 0 – 2 mm Abstand von der 
Wand zu quantifizieren wurde der Strömungsquerschnitt und Volumen des 
strömungsoptimierten Kanals nach der Montage des Kanals bestimmt. 
Strömungsquerschnitt und Volumen des strömungsoptimierten Kanals 
Für die Inkubation ist das Volumen des Kanals wichtig. Je nach Inkubations-
strategie (alternierende Flussrichtung oder gleichförmiger Fluss des Analy-
ten über die Oberfläche) muss die Menge an Analyt angepasst werden. Die 
Höhe des Kanals beträgt im nicht montierten Zustand 250 µm. Durch die 
Montage wird der PDMS Kanal auf eine durchschnittliche Höhe von 120 µm 




Abbildung 6.11 Höhe des Kanals. Der Kanal wurde in drei Versuchen neu montiert und 
die Höhe wurde mit dem Mikroskop über die Fokuslage vermessen. 
Dabei wurde der Kanal dreimal montiert und die Abweichung berechnet 
(siehe Abbildung 6.11), um die Verformung des Deckels im Bereich 0 –
 2 mm Abstand von der Wand zu quantifizieren. Bei der Messung der Ka-
nalhöhe über die Kanalbreite fiel eine Veränderung des Querschnitts von 
bis zu 50 µm auf. Dies ist durch den Austausch einer Feder und somit durch 
eine ungleichmäßige Verteilung der Anpresskräfte im mikrofluidischen 
Aufbau zu erklären. Der Anstieg der Kanalhöhe im Bereich 18 – 20 mm ist 
für die bereits erwähnte Veränderung des Geschwindigkeitsprofils verant-
wortlich: Aufgrund des größeren Fließquerschnittes kommt es zu höheren 
Geschwindigkeiten des Fluids. 
Für die weiteren Versuche zur Inkubation ist die lokale Änderung des Ge-
schwindigkeitsprofils interessant, da man einen möglichen Einfluss des 
Massetransports der Antikörper auf das Inkubationsergebnis erkennen 
kann. Unter Berücksichtigung dieses Effektes können aus den Messungen 
daher zusätzliche Erkenntnisse gezogen werden. Des Weiteren ist neben 
der Höhe für die Inkubation auch das Volumen des Kanals im montierten 
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6.8.3 Vergleich der Flussrichtungen mit dem Biotin/Streptavidin System 
Für die Untersuchung des Einflusses der Strömungsverhältnisse im strö-
mungsoptimierten Kanal auf die Inkubation wurden Biotin-Oberflächen mit 
fluoreszenzmarkiertem Streptavidin inkubiert, da sich dieses Modellsystem 
im Vergleich zu Peptidarrays besser für die Charakterisierung eignet.  
Dabei wurden drei Inkubationsszenarien verglichen: Bei der symmetrischen 
Inkubation wurde der Analyt auf dem Träger vor- und zurückgepumpt, 
während bei der asymmetrischen Inkubation durch eine geringere Menge 
an zurückgepumpten Analyten eine Vorzugsrichtung über den Träger ent-
stand. Bei der kontinuierlichen Inkubation wurden die Träger immer aus 
derselben Richtung überströmt. Die Parameter sind in Tabelle 6-1 darge-
stellt. Nach der Inkubation der großflächigen Biotinoberflächen mit fluores-
zenzmarkierten Streptavidin wurden die Oberflächen mit dem Genepix-
4000B-Fluoreszenzscanner (Molecular Devices (Germany) GmbH, Biberach 
an der Riss) gescannt. Die resultierenden Fluoreszenzbilder sind in Abbil-
dung 6.12 gezeigt. Die dunkelgrünen Bereiche des Arrays beruhen auf im 
Kanal eingeschlossenen Luftblasen, die die Inkubation der Biotin-
Oberfläche mit der Lösung verhinderten. Scharfe Kanten in der Intensität 
sind durch Unregelmäßigkeiten bei der Herstellung der Oberflächen be-
dingt. Die Spuren in Abbildung 6.12a sind vermutlich auf Partikel zurückzu-
führen, die in der Inkubationslösung dispergiert wurden. 
Tabelle 6-1 Parameter der Inkubationsexperimente. 
 Art der Inkubation Parameter der Inkubation Inkubationszeit 
a) kontinuierlich V	  = 150 μl/min, 20 min 
b) kontinuierlich V	  = 400 μl/min, 20 min 
c) symmetrisch 
alternierend 









Abbildung 6.12: Mit fluoreszenzmarkiertem Streptavidin inkubierte flächige Biotin-
Oberflächen a) und b) wurden symmetrisch inkubiert mit unterschiedlicher Flussrate. c) 
wurde symmetrisch inkubiert. d) wurde asymmetrisch alternierend inkubiert bei glei-
cher Inkubationszeit (nach [82]). 
Anhand der Intensitätsverteilung in den Fluoreszenzbildern in Abbildung 
6.12 lässt sich eine Aussage über die drei Inkubationsstrategien treffen: 
Auffällig ist der stark ausgeprägte Intensitätsgradient der symmetrisch 
alternierenden Inkubation zwischen Ein- und Auslass (Abbildung 6.12c). 
Dies ist bedingt durch eine Vermischung der Inkubationslösung mit der 
Systemflüssigkeit hinter dem Auslass und führt zu einer geringeren Bin-
dung. Dieser Effekt ließe sich durch die Verwendung eines größeren Pro-
benvolumens verringern. Der asymmetrisch alternierende Fluss weist im 
Vergleich zum kontinuierlichen Fluss, bei einem deutlich kleineren Proben-
volumen, ein qualitativ gleichwertiges Ergebnis auf. Jedoch ist für eine 
analytische Beschreibung des Bindungsprozesses der kontinuierliche Fluss 
besser geeignet. 
Eine Bewertung der Ergebnisse basierend auf den Fluoreszenzintensitäten 
zwischen „asymmetrisch alternierend“ und „kontinuierlich“ ist anhand der 
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Fluoreszenzbilder schwer möglich. Daher wurde eine Bindungskurve (Men-
ge, des an der Oberfläche gebundenem Streptavidin pro Zeit) aufgenom-
men (siehe Abbildung 6.13). 
Die Streptavidinkonzentration betrug jeweils 2 · 10-4 µg/µl. Der kontinuierli-
che Fluss betrug 400 µl/min. Die Inkubationsparameter des asymmetrisch 
alternierenden Flusses betrugen Vfghij = 500 µl, V	  = 800 μl/min, 
Vpng = 400 μl, Vfih = 200 μl. Der in Abbildung 6.13 gezeigte Verlauf der 
mittleren Grauwerte kann als Messung des Bindungsprozesses der fluores-
zenzmarkierten Streptavidinmoleküle interpretiert werden. Die Bindung 
der Moleküle geht nach 22 min bei der Inkubation mit kontinuierlichem 
Fluss in Sättigung, während bei der Inkubation mit dem asymmetrisch al-
ternierenden Fluss die Bindung langsamer abläuft (mit einer geringeren 
Steigung der Messkurve). Daher wurde für die nachfolgenden Experimente 
die Inkubation mit kontinuierlichem Fluss ausgewählt. 
 
Abbildung 6.13: Mittlere Grauwerte über die Inkubationszeit  zweier mit fluoreszenz-



























kontinuierlicher Fluss asymmetrisch alternierender Fluss
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6.8.4 Vergleich der Mikrofluidischen Inkubation mit dem Stand der 
Technik 
Die Standardmethode für die Inkubation von hochdichten Peptid-
microarrays ist die Verwendung des PEPperCHIP-Inkubation-Tray. Dabei 
wird auf dem Peptidmicroarray eine Kavität montiert, in die die Inkubati-
onslösung pipettiert wird. Die Kavität wird anschließend auf dem Schüttler 
bewegt. Neben dem hohen Verbrauch an Analyt und der möglichen Ver-
dunstung von Lösung während des Prozesses erfordert diese Methode eine 
große Anzahl an manuellen Pipettierschritten (mehr als 20 Vorgänge), bei 
einer Zeitdauer des Experiments von bis zu 8 Stunden. In diesem Abschnitt 
soll die in der Arbeit entwickelte vollautomatisierte Inkubationskammer mit 
der Standardmethode verglichen werden. 
 
Abbildung 6.14 Fluoreszenzbild der inkubierten Arrays. Dabei wurde in der mikrofluidi-
schen Kammer a) ein Biotin-Array und in b) ein FLAG-Peptidarray inkubiert. Die Inkuba-
tion eines c) Biotin-Arrays und d) eines Peptidarrays erfolgte mit der Standardmethode 
auf dem Schüttler. b) – d) wurden mit der gleichen Intensität gescannt, bei a) wurde die 
Intensität verringert, um den Kontrast zu erhöhen. 
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Neben den deutlichen Vorteilen bei dem experimentellen Arbeitsaufwand 
sind der Verbrauch an Analyt, die Inkubationsdauer und die Ergebnisse der 
Inkubation interessant. Dabei sind die Parameter der Herstellung und Inku-
bation in Anhang C beschrieben. 
Bei den verwendeten Arrays in Abbildung 6.14b und Abbildung 6.14d han-
delt es sich um Peptidarrays mit dem sogenannten FLAG-Peptid, einem der 
Standardpeptide zur Klassifizierung der Peptidarrays.  
Der Kratzer bei Abbildung 6.14c am Rand ist bedingt durch das Handling 
des Arrays. Es hat sich gezeigt, dass die Experimente bezüglich der ge-
scannten Ergebnisse vergleichbar sind. Sowohl bei der Homogenität als 
auch bei der Intensität der gescannten Arrays erzielt die mikrofluidische 
Inkubationskammer im Vergleich zu der Standardmethode vergleichbare 
Ergebnisse. 
 Bei den Biotinarrays ist die Homogenität bei vergleichbarem Fluoreszenz-
signal besser. Abbildung 6.14a wurde mit einer geringeren Intensität ge-
scannt, um einen höheren Kontrast zu erzielen. Tabelle 6-2 zeigt die Inku-
bationsparameter der Inkubationsversuche mit der Mikrofluidikzelle. 
Tabelle 6-2 Parameter der Inkubationsexperimente. 
 Art der Inkubation Probenvolumen Inkubationszeit 
Biotin-Array Kontinuierlicher Fluss 
V	  = 600 μl/min 
12 mL Puffer 





V	  = 600 μl/min 
40,5 mL Puffer 
9 µL anti FLAG  
65 min 
Biotin-Array Schüttler 15 ml Puffer  




Schüttler 15 mL Puffer 




Wie in Abbildung 6.15 gezeigt ging die Intensität des Fluoreszenzsignals in 
Sättigung und ist daher mit Abbildung 6.14c vergleichbar.  
Neben der Signalintensität sind die Inkubationszeit und der Verbrauch von 
Analyt ein wichtiger Parameter für die Charakterisierung der mikrofluidi-
schen Inkubationskammer. Wie in Tabelle 6-2 dargestellt ist der Verbrauch 
und die Inkubationszeit beim Versuch mit dem FLAG-Peptidarray höher. 
Das ist daher bedingt, da die Vorversuche und die Optimierung der Inkuba-
tion mit dem Biotin-Streptavidin-System geschahen. Durch weitere Opti-
mierungsschritte können diese Werte deutlich verbessert werden.  
Bei dem Biotin-Streptavidin-System konnten die Menge an Analyt bei der 
mikrofluidischen Inkubationskammer im Vergleich zur Standardmethode 
um 20 % und die Inkubationszeit um 42 % gesenkt werden. Des Weiteren 
lässt sich durch die Wahl der Inkubationsstrategie, beispielsweise asym-
metrisch alternierend, der Verbrauch an Analyt deutlich senken, wodurch 
jedoch die Inkubationszeit steigt. 
6.8.5 Aufnehmen einer Bindungskonstante 
Neben den Ergebnissen der Inkubation kann mit der entwickelten Anlage 
eine In-Prozess-Messung der Bindung erfolgen. Dafür wurde die Bindung 
von fluoreszenzmarkiertem Streptavidin an die Spots des Biotinarrays aus 
Abbildung 6.14a und von fluoreszenzmarkierten Anti-FLAG-Antikörpern an 
die Spots des Peptidarrays aus Abbildung 6.14b aufgenommen.  
Der in Abbildung 6.15a gezeigte Verlauf der Streptavidin-Bindung läuft im 
Vergleich mit dem in Abbildung 6.15b gezeigten Bindungssignal des Anti-
FLAG-Antikörpers schneller ab und besitzt eine höhere Signalintensität. Das 
lässt sich durch eine der stärksten nicht-kovalenten Bindungen des Biotin-
Streptavidin-Systems mit einer Bindungskonstante von Kd = 10
-15 M erklä-





Abbildung 6.15 Aufnahme eines Bindungsprozesses a) von Streptavidin auf einer Biotin-













































6.8.6 Einfluss der Geschwindigkeit auf das Färbeergebnis 
Aufgrund der stark unterschiedlichen Geschwindigkeiten an einer der 
Wände ist es von Interesse, den Effekt auf das Inkubationsergebnis zu be-
trachten.  
Wie bereits in Kapitel 6.2 beschrieben, ist die Bindung abhängig von der 
Diffusion des Analyten an die Oberfläche und die eigentliche Bindungskine-
tik. Die Bindungskinetik des Biotin-Streptavidin-Systems ist auf der gesam-
ten Oberfläche identisch, es unterscheidet sich jedoch die Massetransport-
konstante, die in Formel 6.6 definiert ist. Sowohl durch eine starke Verrin-
gerung der Geschwindigkeit und der Höhe der Kammer als auch durch die 
lange Einlauflänge nimmt die Massetransportkonstante entlang der Strö-
mungsrichtung ab, sodass im roten Bereich die Reaktion diffusionsbe-
schränkt ist (siehe Abbildung 6.17). Dies lässt sich in Zukunft nutzen, um die 
Bindung von unbekannten Analyten besser zu verstehen. 
 
Abbildung 6.16 Auswirkung der Strömungsunterschiede auf das Inkubationsergebnis. a) 
bei einem Biotinarray, b) bei einer Biotin-Oberfläche. Aufgrund der Strömungsge-
schwindigkeitsverteilung sind die rot markierten Abschnitte diffusionsbeschränkt. 
6.9 Diskussion 
Für die Inkubation von Peptidmicroarrays wurde in diesem Kapitel ein Pro-
zess entwickelt, der basierend auf einer mikrofluidischen Kammer eine 
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gleichmäßige Inkubation über die komplette Fläche des Peptidarrays er-
möglicht.  
Es existieren bereits Lösungen, mit denen man entweder einen kompletten 
Glasobjektträger inkubieren kann oder eine In-Prozess-Messung der Bin-
dung auf kleiner Fläche möglich ist. Die Kombination der beiden Aspekte ist 
eine Neuentwicklung. Daher wurde vor der Fertigung für unterschiedliche 
Geometrien der mikrofluidischen Kammern die Geschwindigkeitsverteilung 
simuliert.  
Für zwei ausgewählte Kammern wurde dann das Strömungsfeld gemessen: 
Mit dem System konnte eine weitgehend homogene Strömung über die 
ganze Fläche erreicht werden. Ausgehend von einer ungleichmäßig verteil-
ten Anpresskraft ergab sich eine ungleiche Strömungsverteilung an der 
Wand der Kammer. Es konnte nachgewiesen werden, dass dieser Strö-
mungsgradient einen Einfluss auf die Inkubation hat. Dieser kann nun ge-
nutzt werden, um den Charakter von neuartigen Peptid-Antikörper-
Bindungen über das bisher bekannte Maß zu ermitteln. 
Im Vergleich zur Standardmethode der Inkubation auf einem Schüttler hat 
sich gezeigt, dass die Routinearbeit von bis zu 8 Stunden mit einer Vielzahl 
von manuellen Pipettierschritten eingespart werden kann. Bei dem Biotin-
Streptavidin-System konnten die Menge an Analyt bei der mikrofluidischen 
Inkubationskammer im Vergleich zur Standardmethode um 20 % und die 
Inkubationszeit mit dem Erstantikörper um 42 % gesenkt werden. Dies ist 
ein Optimierungsprozess, bei dem durch die Wahl der Inkubationsstrategie, 
beispielsweise „asymmetrisch alternierend“, der Verbrauch an Analyt oder 





7 Zusammenfassung und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung von reproduzierbaren Pro-
zessen dargestellt, die eine automatisierte Herstellung und eine standardi-
sierte Nutzung von ultra-hochdichten Peptidmicroarrays in Assays ermögli-
chen. Die Möglichkeiten, die sich aus einer gemeinsamen Technologie von 
Herstellung, Aufreinigung und standardisierter Inkubation von Peptid-
microarrays ergeben, sind vielfältig. Eine solche Plattform ermöglicht die 
Erforschung der Wirkprinzipien von Krankheiten, beispielsweise Malaria 
oder Hepatitis, und ermöglicht die Entwicklung neuartiger Therapien. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Beschichtung von Glasobjektträgern 
mit Aminosäurepartikeln entwickelt, um die Herstellung von ultra-
hochdichten Peptidmicroarrays mit dem Selektiven Laser-Anschmelz-
Verfahren zu ermöglichen. Der Prozess ist eine Neuentwicklung: Nach der 
Erforschung des Wirkprinzips und dem Bau mehrerer Prototypen konnte 
eine vollständig automatisierte Anlage entwickelt werden. Die hergestell-
ten Schichten wurden dann hinsichtlich der definierten Zielgrößen charak-
terisiert. Die Homogenität der Schicht ist hoch, während die Reproduzier-
barkeit der Schichten noch verbessert werden kann. Diese ist durch die 
Aufladung der Partikel bedingt, die von der Temperatur und der relativen 
Luftfeuchte abhängt. Trotzdem konnten Schichten in einem Bereich von 
15 µm bis 70 µm definiert aufgebracht werden. Diese hatten eine hohe 
Homogenität mit einer geringen Anzahl von Agglomeraten. Durch die Her-
stellung eines ultrahochdichten Peptidmicroarrays mit einer Dichte von 
320.000 Peptidspots pro Objektträger konnte die Beschichtungsmethode 
erfolgreich validiert werden. Zudem stellte sich heraus, dass die Beschich-
tung sehr flexibel einsetzbar ist. Es konnte gezeigt werden, dass eine große 
Bandbreite von Partikeln und Substraten verwendet werden kann. Dazu 
zählen Gold- oder Silizium-Wafer, aber auch PDMS oder Papier. Die mögli-
chen Partikel reichen von Titandioxid für die Herstellung von organischen 
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Solarzellen bis zu amino-funktionalisierten Polystyrol-Beads für die Oberflä-
chenfunktionalisierung.  
Es wurde ein Prozess entwickelt, um die Peptidmicroarrays nach der Syn-
theseoberfläche auf eine Zieloberfläche zu transferieren. Neben der 
dadurch erzielten Aufreinigung im Arrayformat ermöglicht der Transfer auf 
Sensoroberflächen neue Assays, beispielsweise Screenings nach dem Über-
trag des Peptidmicroarrays auf einen CMOS-Chips oder die Untersuchung 
von katalytischen Aktivitäten auf Polymermembranen. Da für einen gleich-
mäßigen Übertrag die Planparallelität und der Abstand der Flächen zuei-
nander von entscheidender Bedeutung sind, sind zwei Strategien denkbar: 
die Einstellung eines Abstandes zwischen den Trägern mit einem Übertrag 
durch Diffusion der Peptide (der sogenannte positionsgesteuerte Übertrag) 
oder ein Transfer durch das Anpressen beider Oberflächen (kraftgesteuer-
ter Übertrag). 
Der positionsgesteuerte Übertrag ist vor allem für sensible Zieloberflächen 
geeignet. In der vorliegenden Arbeit wurde die Machbarkeit des Ansatzes 
durch den Übertrag eines Arrays mit Rhodaminfarbstoff auf einen Array mit 
Flüssigkeitstropfen erfolgreich demonstriert. Im nächsten Schritt sollen nun 
Peptidarrays übertragen werden. Neben der Messung des Abstandes zwi-
schen den Oberflächen wurde auch die Transferrate des Übertrags be-
stimmt. Bei einer Verringerung der Spotgröße ergibt sich aufgrund des 
manuellen Betriebs der Anlage ein Optimierungsbedarf hinsichtlich der 
planparallelen Ausrichtung und der lateralen Positionierung, sodass zurzeit 
ein zweiter automatisierter Prototyp entwickelt wird. Der kraftgesteuerte 
Übertrag ist vollautomatisiert. Das zusätzliche Positioniermodul aus Kamera 
und Prisma erlaubt eine Positionierung für den punktgenauen Transfer, 
beispielsweise auf die Pixel eines CMOS-Screening-Chips. Zudem ist, be-
dingt durch die Eigenschaften des Übertrags, die standardisierte Herstel-
lung von bis zu 20 Replika mit der automatisierten Anlage möglich. 
Nach der Herstellung und der Aufreinigung werden die Peptidmicroarrays 
je nach Anwendungen mit unterschiedlichen Analyten inkubiert. In der 
Dissertation wurde daher eine mikrofluidische Inkubationskammer entwi-
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ckelt, die vollautomatisiert eine Inkubation über die Steuerung der fluidi-
schen Komponenten (Pumpe, Ventile) durchführt. Das Herzstück der Anla-
ge stellt dabei ein mikrofluidischer Kanal dar. Der Fluss des Analyten durch 
den Kanal soll für eine homogene Inkubation möglichst gleichmäßig (so-
wohl örtlich als auch zeitlich) erfolgen. In der Arbeit wurden daher ver-
schiedene Geometrien über ANSYS-Simulationen und anschließende Mes-
sungen der Geschwindigkeit miteinander verglichen: Große Teile des Ka-
nals entsprechen den Anforderungen und ermöglichen eine homogene 
Inkubation. Über einen Vergleich mit einer etablierten Methode zur Inku-
bation auf einem Schüttler konnte zudem gezeigt werden, dass die Inkuba-
tion in der Mikrofluidik sowohl schneller als auch mit einem geringeren 
Verbrauch an Analyt durchgeführt werden kann. Parallel zur Inkubation 
wurde über das integrierte optische System eine Bindungskinetik aufge-
nommen. Neben der Prozesskontrolle kann das Signal auch für eine Be-
rechnung der Affinität genutzt werden. Für das Biotin-Streptavidin-System 
und den FLAG-Antikörper konnten in einer Machbarkeitsstudie derartige 
Bindungskinetiken aufgenommen werden. Zukünftig soll statt der verwen-
deten fluoreszenzmarkierten Antikörper Blutserum von Patienten genutzt 
werden, die dann markierungsfrei ausgelesen werden sollen. 
Diese drei in der Arbeit entwickelten Technologien ermöglichen es, völlig 
neue Forschungsgebiete zu erschließen: Für die Erforschung von Krankhei-
ten, beispielsweise Malaria, könnte das gesamte menschliche Proteom aus 
überlappenden Peptiden synthetisiert werden. Dazu sind ca. 4 Millionen 
Peptide notwendig. Sowohl durch die Vergrößerung der Spotdichte von 
800 auf 40.000 Peptide pro cm2 mit dem Selektiven Laser-Anschmelz-
Verfahren als auch durch die Möglichkeit, mit der automatisierten Anlage 
bis zu 20 Replika eines Arrays herzustellen, wird ein wichtiger Schritt in 
diese Richtung geleistet. Des Weiteren ermöglicht die automatisierte Inku-
bationskammer die schnelle und effiziente Auswertung der Ergebnisse, 
sodass eine hohe Anzahl an Experimenten standardisiert erfolgen kann. 
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Anhang A Chemische Prozesse 
Funktionalisierung der Glasobjektträger 
In dieser Arbeit werden Glassubstrate mit Polyethylenglycolmethac-
rylat/Methylmethacrylat (PEGMA/MMA) im Verhältnis 9:1 funktionalisiert 
und mit Aminogruppen derivatisiert. Dabei dienen 3 β-Alanin als Abstands-
halter, um die Zugänglichkeit für die Aminosäuren zu erhöhen. Die hier 
genutzte Aminosäuren besitzen eine 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(FMOC)-
Schutzgruppe, eine Triphenylmethyl(Trityl)-Schutzgruppe für die Seiten-
gruppe und eine Pentafluorophenyl(OPfp)-Ester-Aktivierung, näher be-
schrieben in [86]. 
Kupplungsreaktion 
Nach der Strukturierung der Aminosäurepartikel werden die Aminosäuren 
im Ofen unter Schutzgas bei 90° C für 90 min gekuppelt. Nach einem 
Waschschritt werden die nicht gekuppelten Aminogruppen geblockt, mit-
tels verschiedener Waschschritte mit den Lösungsmitteln Essigsäureanhyd-
rid (ESA), Diisopropylethylamin (DIPEA), Dimethylformamid (DMF) und 
Aceton. Anschließend folgt die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe durch 
ein Waschen mit einem Piperidin-DMF-Gemisch und somit die Entschüzung 
der Aminogruppe für den nächsten Kupplungsschritt. 
Herstellung nicht strukturierter Biotin-Oberflächen 
Es wurden 0,075 g Biotin und 0,675 g Harz in 5 ml Dichlormethan unter 
stetigem Rühren gelöst. Diese Lösung wurde auf funktionalisierte 10:90 
PEGMA-co-MMA (PEPperPRINT Gmbh) durch Spincoaten aufgebracht: In 
5 s wird die Drehzahl auf 50 rps erhöht und dann für 10 s gehalten. An-
schließend wird innerhalb von 10 s die Drehzahl auf 100 rps erhöht und 
diese über 30 s beibehalten. Nach dem Spincoaten wurden die Biotin-
Oberflächen in eine Synthese-Kammer gelegt, aus der mit einem Argon-
Gasstrom der Sauerstoff verdrängt wurde. Zur Kupplung wurde die Sy  
nthesekammer 90 Minuten bei 90°C in den vorgeheizten Ofen gestellt. 
Anhang B Beschichtungsparameter 
N 
Anschließend wurden die Biotin-Oberflächen dreimal mit Aceton gewa-
schen: 2 Minuten auf dem Kreisschüttler, 3 Minuten im Ultraschallbad und 
erneut 2 Minuten auf dem Kreisschüttler. Das Trocknen der Substrate er-
folgte mit gasförmigem Stickstoff. Zur Lagerung wurde die Luft im Lagerbe-
hältnis mit Argon verdrängt und das Behältnis mit Parafilm luftdicht ver-
schlossen. Die Lagerung erfolgte bei ca. 4 - 7°C im Kühlschrank. 











Abbildung B.1 Aufbau zur tribolelektrischen Aufladung der Partikel 
Die Betriebsparameter des Aerosolgenerators (Vorschubgeschwindigkeit 
des Kolbens und Bürstendrehzahl), als auch die Parameter der x,y-
Lineareinheit (Verfahrgeschwindigkeit in x und y Richtung), sowohl die 
Parameter des in Abbildung B.1 dargestellten Aufbaus sind in Tabelle B.1 
zusammengefasst.  
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Druck 1 bar Fläche 




krümmt; 30 cm 
Verfahrgeschwindigkeit 
 in y Richtung 
0,2 mm/s 
Elektrode Sieb (1x1 mm) 
Verfahrgeschwindigkeit  
in x Richtung 
10 mm/s 
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Abbildung B.2 Aufbau zur Korona-Aufladung der Partikel 
Die Betriebsparameter des Aerosolgenerators, der x,y-Lineareinheit, als 
auch sowohl die Parameter des in Abbildung B.2 dargestellten Aufbaus sind 
in Tabelle B.2 zusammengefasst. 
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Druck 1,2 bar Fläche 20 × 30 mm2 
Aufladung Korona 100 kV 
Verfahrgeschwindigkeit 
in y Richtung 
0,2 mm/s 
Elektrode 
Sieb mit Maschenweite 
1 x 1 mm 
Verfahrgeschwindigkeit 
in x Richtung 
10 mm/s 
Substrat 
Glas mit leitfähiger 
Oberfläche 
Bürstendrehzahl 800 min-1 
Abstand 
Schlauch/Substrat 
30 mm   
 
 
Anhang C Dipeptidsynthese 
Kuppeln von Monomeren aus Monomerpartikeln 
• Kupplungsreaktion: unter Argonatmosphäre 90 min auf 90 °C erhitzen 
• Waschschritt: 3 × 5 min DMF, 2 × 3 min Methanol 
• Blockieren freier Aminogruppen: 2 h ESA-DIPEA-DMF im Volumenver-
hältnis 1:2:7 
• Waschschritt: 3 × 5 min DMF, 2 × 3 min Methanol 
• Fmoc-Schutzgruppen abspalten: 20 min 20 % (v/v) Piperidin in DMF  
• Waschschritt: 3 × 5 min DMF, 2 × 3 min Methanol 
Fluoreszenzfärbung NHS-Ester 
• Waschschritt: 1 × 15 min PBS-T pH 7,4 
• Fluoreszenzfärbung: 2 h, Stammlösung (1 mg DyLight 650 NHS-Ester in 
1 ml DMF) verdünnt mit PBS-T pH 7,4 im Volumenverhältnis 1:100 
• Waschschritt: 3 × 5 min PBS-T pH 7,4 
Fluoreszenzfärbung Streptavidin 
• Waschschritt: 1 × 15 min PBS-T pH 7,4 
Anhang D Geschwindigkeitsverteilung 
Q 
• Unspezifische Proteinbindungen blockieren: 30 min Rockland Blocking 
Buffer 
• Waschschritt: 1 × 1 min PBS-T pH 7,4 
• Fluoreszenzfärbung: 1 h Streptavidin DyLight 550 - Rockland Blockig 
Buffer - PBS-T Volumenverhältnis 1:1.000:9.000 
• Waschschritt: 1 × 30 s PBS-T pH 7,4, 1 × 1 min PBS-T pH 7,4, 1 × 2 min 
PBS-T pH 7,4, 2 × abspülen mit H2O 
Inkubation mit Anti-HA 
• Waschschritt: 1 × 15 min PBS-T 
• Unspezifische Proteinbindungen blockieren: 30 min Rockland Blocking 
Buffer 
• Fluoreszenzfärbung: 1 h Anti-HA DyLight 550 - Rockland Blockig Buffer - 
PBS-T Volumenverhältnis 1:1.000:9.000 
• Waschschritt: 1 × 30 s PBS-T pH 7,4, 1 × 1 min PBS-T pH 7,4, 1 × 2 min 
PBS-T pH 7,4, 2 × abspülen mit H2O 
Anhang D Geschwindigkeitsverteilung 
 
 
Abbildung D.1 Geschwindigkeitsverteilung im flächenoptimierter Kanal. 
Auslass A         B          C                                           D                                E 
 
Anhang D Geschwindigkeitsverteilung 
R 
Abbildung D.1 zeigt das mit µPIV gemessene Geschwindigkeitsfeld. Wäh-
rend an den Positionen C – F typische Geschwindigkeitsvektoren gemessen 
wurden, weicht das Ergebnis in der Nähe des Auslasses an den Positionen 
A, B jedoch stark ab. Dies lässt sich durch die Geometrie des Kanals erklä-
ren. In den Ecken des Kanals treten geometriebedingte Wirbel auf. In der 
Nähe des Auslass steigt die Geschwindigkeit stark an, aufgrund der Strö-
mungsquerschnittsreduzierung von der vollen Kanalbreite auf 0,25. 
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Peptidmicroarrays, bestehend aus einer großen Vielfalt unterschiedlicher 
Peptide auf einer festen Oberfläche, können helfen, eine Vielzahl immuno-
logischer und biochemischer Fragestellungen zu beantworten. Für die rou-
tinemäßige Verwendung ist eine weitergehende Technologieentwicklung 
notwendig, die eine automatisierte Herstellung und die reproduzierbare 
Nutzung als Assay erlaubt. In der vorliegenden Arbeit wurden drei Pro-
zesse entwickelt, die den Weg von händischer Arbeit in die Richtung auto-
matisierter Prozesse mit einstellbareren Prozessparametern ebnen. Neben 
einer Partikelbeschichtung für die Herstellung der Peptidmicroarrays wurde 
ein Transfer von der Synthese- auf eine Zieloberfläche entwickelt und die 
anschließende Inkubation des Arrays mit Patientenserum auf Basis einer 
mikrofluidischen Kammer. Dadurch kann sowohl die Herstellung als auch 
die Prozesskette der Anwendungen automatisiert ablaufen und ermöglicht 
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